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LIJST VAN AFKORTINGEN EN SYMBOLEN 
EID50 
ESDOREB 
HAE 
HAKINE 
HANET 
HAP 
VI 
50% NA 
α 
ß 
λ 
μ 
μΐι, μι, μι 
μ'Γ 
μν 
χ
2 
Α 
Β 
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e 
f 
kv 
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Ρ 
voor het ei infectieuze dosis bij 50%-eindpunt: de hoeveelheid infectieus virus, 
die 50 % kans geeft op een positieve uitslag na injectie ervan in een kippeembryo. 
estimation of dose-response relations using beta-distnbutions. 
hemagglutmerende eenheid: de hoeveelheid hemagglutmerend virus per ml, aan­
wezig in die verdunning van een viruspreparaat welke juist 50% hemagglutinatie 
geeft m de patroontest, als er een gelijk volume 0.5% kippeerythrocyten aan 
wordt toegevoegd. 
kinetiek van de hemagglutinatiereactie. 
weergave van hemagglutinatiepatronen als een tweedimensionaal netwerk. 
het aantal hemagglutmerende partikels. 
vertakkingsindicator, het aantal virusdeeltjes, die een verbinding tussen telkens 
twee erythrocyten vormen, gedeeld door het aantal erythrocyten, die een of meer 
virusdeeltjes dragen. 
50%-aantal aggregaten (number of aggregates): het aantal aggregaten van ery­
throcyten, dat juist de helft van het totaal aantal aanwezige erythrocyten bevat, 
indien bij het tellen de aggregaten gerangschikt zijn volgens grootte en begonnen 
wordt met het grootste aggregaat. 
parameter van de betaverdcling. 
parameter van de betaverdeling 
het aantal infectieuzevirusdeeltjes per ml van een verdunde virussuspensie. 
het aantal infectieuze virusdeeltjes per ml van een onverdunde virussuspensie. 
het k-de, tweede en derde gereduceerde moment van een verdeling. 
het r-de moment van een verdeling. 
parameter voor de virusconcentratie bij het zoekproces in het programma ES­
DOREB, komt overeen met μρ. 
het aantal vrijheidsgraden. 
chi-kwadraat. 
parameter van de betaverdeling, alternatieve notatie 
parameter van de betaverdeling, alternatieve notatie. 
integratieconstanten. 
het aantal erythrocyten per ml. 
likelihood. 
totaal aantal eieren, dat eenzelfde dosis virus heeft ontvangen. 
het aantal eieren van de N, dat een positieve uitkomst opleverde. 
fractie negatieve uitkomsten bij een respons in kwanten. 
grondtal van de natuurlijke logatithmen. 
fictieve factor, die de verhouding aangeeft tussen het totale volume van het re-
actiemengsel bij de hemagglutinatiereactie en het volume waarin de reactie zich 
lijkt voort te zetten na verloop van ts minuten in de patroontest. 
de per erythrocyt per minuut aan een tweede erythrocyt geadsorbeerde fractie 
van de aan slechts eén erythrocyt geadsorbeerde virusdeeltjes. 
de per minuut eluerende fractie van de geadsorbeerde virusdeeltjes. 
de per erythrocyt per minuut geadsorbeerde fractie van de vrije virusdeeltjes. 
natuurlijke logarithme. 
multiplicatoren, toegepast bij het zoekproces in het programma ESDOREB voor 
de parameters μν, A en В. 
positief geheel getal. 
kans. 
gemiddelde van p. 
XI 
p(n) kans o p erythrocyten, die in contact zijn met juist η virusdeeltjes 
Ρ ( χ 2 , ν) de kans o p de gevonden of een grotere w a a r d e van chi-kwadraat, indien hel aan­
tal vrijheidsgraden ν is. 
tijd m minuten. 
t 3 fictief ti jdsverloop in minuten vanaf het begin van een hemagglutinatiereactie, 
w a a r n a het reagerend systeem geacht w o r d t plotseling over te gaan van een 
h o m o g e n e in een heterogene toestand. 
tse sedimentatietijd van erythrocyten: de tijd in minuten waarin een ui tzakkende 
erythrocyt de weg van de meniscus to t de b o d e m van het vat aflegt. 
ν het aantal vrije virusdeeltjes per ml. 
Vo het aanta l vrije virusdeeltjes per ml ten tijde t = o. 
ь het aanta l aan twee erythrocyten tegelijk geadsorbeerde (bindende) virusdeeltjes 
per ml. 
vus het aantal aan twee erythrocyten tegelijk geadsorbeerde (bindende) virusdeeltjes 
per ml van het totale reactiemengsel ten tijde t = ts. 
Ve het aanta l a a n slechts éen erythrocyt geadsorbeerde virusdeeltjes per ml. 
Vcs het aantal aan slechts één erythrocyt geadsorbeerde virusdeeltjes per ml van het 
totale reactiemengsel ten tijde t = ts. 
vs het gemiddelde aantal virusdeeltjes per ml, achtergebleven in de bovenstaande 
vloeistof, wanneer alle erythrocyten zijn verenigd in het sediment. 
vx het aantal vrije virusdeeltjes per ml m het Xe laagje. 
XII 
' . . . These, like the over-largely lettered signs and placards of the street, escape 
observation by dint of being excessively obvious; and here the physical oversight 
is precisely analogous with the moral inapprehension by which the intellect suffers 
to pass unnoticed those considerations which are too obtrusively and too palpably 
self-evident'. 
Edgar Allan Poe: The purloined letter. 

INLEIDING 
De gegevens, die in dit proefschrift worden vermeld, zijn afkomstig uit een on-
derzoek naar de vorming van interferon (Isaacs en Lindemann 1957, Finter 
1966) in allanto'fscellen van het kippeëmbryo na toediening van infectieuze 
influenzavirusdeeltjes. Voor dit onderzoek waren preparaten nodig met een 
niet te lage concentratie infectieuze virusdeeltjes, waarvan zo weinig mogelijk 
deeltjes na hun vorming de infectiviteit hadden verloren. Het was dus van we-
zenlijk belang de kwaliteit van influenza viruspreparaten in dit opzicht te kunnen 
beoordelen. De concentratie hemagglutinerende virusdeeltjes kan worden af-
geleid uit de hemagglutininetiter in de patroontest door middel van een analyse 
van de kinetiek van de hemagglutinatiereactie en een hypothese over de opbouw 
van hemagglutinatiepatronen (Hfdst. I). De bepaling van de concentratie in-
fectieuze influenzavirusdeeltjes in de eititratie kan invloed ondervinden van de 
aanwezigheid van een remmer van de hemagglutinatie, die voorkomt in de 
normale allantoïsvloeistof van het kippeëmbryo (Hfdst. II). Bij de uitvoering 
van een eititratie dient op de sterfte onder de embryonen gedurende de incuba-
tieperiode te worden gelet (Hfdst. III). Een nadere ontwikkeling van de theorie 
van de dosis-werkingsrelatie voor de eititratie van influenzavirus maakt het in 
beginsel mogelijk de ware concentratie infectieuze virusdeeltjes vast te stellen 
(Hfdst. IV). 

HOOFDSTUK I 
DE HEMAGGLUTININETITRATIE 
INLEIDING 
Het verschijnsel van de hemagglutinatie door influenzavirus bleek al spoedig 
na de ontdekking ervan door Hirst (1941) en Mc Clelland en Hare (1941) uiter­
mate geschikt voor de kwantitatieve bepaling van influenzavirus. Voor de he-
magglutininetitratie treden twee methoden op de voorgrond: de sedimentatie­
methode en de patroontest. De sedimentatiemethode berust op de meting van 
de lichtabsortie in de suspensie tijdens het verloop van het hemagglutinatie-
proces. De methode is ontwikkeld door Hirst en Pickels (1942) en nader onder­
zocht en verbeterd door Miller en Stanley (1944), Miller (1965), Drescher (1957), 
Drescher e.m. (1962), Hertzberger (1964) en Kohn en Danon (1965). De pa­
troontest berust op het ontstaan van een erythrocytenpatroon op de bodem 
van de buis als gevolg van de hemagglutinatie. De test is voor het eerst grondig 
beschreven door Salk (1944). Van de overige titratiemethoden heeft de telling 
van dimeren van erythrocyten onder het microscoop volgens Fazekas de St. 
Groth en Cairns (1952) alleen theoretisch belang, terwijl de methoden, waarbij 
gebruik wordt gemaakt van automatische apparatuur (Gibbs en Becker 1963, 
Morris e.m. 1965, Grunmeyer e.m. 1965), zich nog niet lenen voor algemene 
toepassing zoals de beide eerste methoden. 
Levine e.m. (1953) en Horsfall (1954) meenden uit de vorm van de sedimentatie-
curve te kunnen afleiden hoeveel erythrocyten als dimeren voorkwamen ten­
gevolge van de hemagglutinatie en zij stelden, dat aldus een schatting voor de 
concentratie van de hemagglutinerende deeltjes te verkrijgen zou zijn. Donald 
en Isaacs (1954), Werner en Schlesinger (1954) en Bateman e.m. (1955b) hebben 
aangetoond, dat ongeveer ι influenzavirusdeeltje per erythrocyt nodig was voor 
een 50% positieve reactie in de patroontest. Tyrrell en Valentine (1957) bewe­
zen door vergelijkende experimenten, dat deze schatting van het aantal hemag­
glutinerende deeltjes de voorkeur verdient boven de lagere schatting volgens 
Levine e.m. (1953) en Horsfall (1954). De tellingen van Fazekas de St. Groth en 
Cairns (1952) leverden eveneens een lagere schatting op. In dit hoofdstuk geven 
wij een kinetische beschrijving van de hemagglutinatiereactie en een stochastisch 
model voor de vorming van de hemagglutinatiepatronen, die het verschil in 
gevoeligheid tussen de sedimentatiemethode en de patroontest op bevredigende 
wijze kunnen verklaren. Deze theorie leidt tot de conclusie dat naar schatting 
iets meer dan 1 virusdeeltje per erythrocyt aanwezig is bij het 50 % eindpunt van 
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een hemagglutininetitratie volgens de patroontest, waarbij het exacte aantal 
enigermate afhangt van de reactieomstandigheden. 
MATERIAAL EN METHODEN 
Perspexplaten. De hemagglutinatiereacties werden uitgevoerd in perspex-
platen als beschreven door van der Veen (1955), echter met putjes van 12 mm 
diameter en 17 mm diepte, voorzien van bolronde bodem, als gebruikt door 
Dijkman (1963). 
Kippeërythrocyten. Wekelijks werden verse erythrocyten gebruikt, steeds zo 
lang mogelijk van hetzelfde dier. Een deel kippebloed werd opgevangen in twee 
delen Alsever's oplossing (Alsever en Ainslie 1941, gewijzigd door Bukantz e.m. 
1946), bestaande uit 20.5 g glucose. 1 H2O, 9.7 g Nas-citraat.s^ H2O, 4.2 g 
NaCl en 0.55 g citroenzuur. 1 H2O per L, gesteriliseerd door Seitzfiltratie en 
met pH = 6.1. Voor gebruik werd een hoeveelheid van het sediment van ery-
throcyten driemaal gewassen met fysiologisch zout. Op grond van de hemato-
crietaflezing, verkregen na centrifugeren bij 2000 omw/min., werd de concen-
tratie van de erythrocyten ingesteld op 0.5 % (v/v). 
Influenzavirus. Er is alleen gebruik gemaakt van influenzavirus type A, stam 
MEL, verkregen van Dr. A. Isaacs, Nat. Inst. Med. Res., London. Het virus 
werd gekweekt in de allantoïs van 10 daagse kippeëmbryonen. Per ei werd 
0.1 ml i o - 3 of meer verdunde virussuspensie ingespoten. De allantoïsvloeistof 
werd geoogst na twee etmalen verblijf bij 36 à 37°. 
Hemagglutininetitratie met de patroontest. Verdunningsreeksen van het virus 
ш fysiologisch zout werden gemaakt in stappen 1:2 met behulp van automa­
tische pipetten (van der Veen 1955), ingesteld op 0.25 ml. Voor nauwkeuriger 
titraties werden voorverdunningen gemaakt met behulp van meetpipetten. In 
een geval is gebruik gemaakt van verdunningsreeksen in stappen 1:1.19 = ι : 2*. 
Hierbij werden alle verdunningen in één stap bereid uit dezelfde voorverdunning. 
Na toevoeging van 0.25 ml 0.5% erythrocytensuspensie werd gemengd door 
schudden van de perspexplaat. De titraties werden beoordeeld na ongeveer 
2 uur verblijf, hetzij bij kamertemperatuur, hetzij bij 4°. 
De hemagglutinerende eenheid. De HAE is gedefinieerd als de hoeveelheid he-
magglutinerend virus per ml, aanwezig in die verdunning van het virusprepa-
raat welke juist 50% hemagglutinatie geeft in de patroontest, als er een gelijk 
volume 0.5 % kippeërythrocyten aan wordt toegevoegd. 
Hemagglutinatie volgens de sedimentatiemethode. Geschikte verdunningen van 
een influenzavirussuspensie in fysiologisch zout werden gemengd met een gelijk 
volume 0.5% kippeërythrocyten. Van het mengsel werd 1.5 ml in een recht-
hoekige cuvet met een lichtweg van 0.5 cm gedaan. Naast maximaal 3 van deze 
4 
cuvetten werd ι blanco meegenomen zonder virus. De extinctie in de cuvetten 
werd in de tijd vervolgd met een Unicam SP. 800 spectrofotometer met SP. 825 
programme controller* (Unicam Instruments Ltd, Cambridge, England), ge­
meten tegen fysiologisch zout als vergelijkingsvloeistof bij 23o met de mono-
chromator ingesteld op 410 nm. De hoogte van de vloeistofkolom in de cuvetten 
was 3.0 cm. De lichtbundel was 1.3 cm hoog en de afstand van het hart van de 
bundel tot de meniscus was 1.55 cm. Er is ook een experiment gedaan in een 
Zeiss PMQ II spectrofotometer (Carl Zeiss, Oberkochen, Württemberg, W.-
Deutschland), waarin 3 geïmproviseerde diafragma's de lichtbundel beperkten 
tot 0.1 cm diameter. Hierin werd 0.6 ml van het mengsel van virus- en erythro-
cytensuspensie in een rechthoekige cuvet met een lichtweg van 0.2 cm gedaan. 
De blanco zonder virus kon niet tegelijkertijd gemeten worden. De vloeistof-
kolom was 3.0 cm hoog en het hart van de lichtbundel ging op een afstand van 
2.45 cm tot de meniscus door de cuvet. De gloeilamp van de spectrofotometer 
werd gevoed uit een Philips PE 4860 stabilisator. Het signaal werd geschreven 
op een Vitatron logarithmische schrijver (Meyvis N.V., Bergen op Zoom, Ne-
derland), gekoppeld aan de spectrofotometer via een Philips PM 2435 Dc-μν 
meter in stand 10 mV en een spanningsdeler (180 Ohm vaste weerstand en 
50 kOhm regelbare weerstand). De fotovermenigvuldiger van de Zeiss PMQ II 
moet enige uren onder belichting in bedrijf zijn geweest voor het experiment 
begint. 
Microfotografie van verdunde mengsels van influenzavirus en kippeërythrocyten. 
Er is gewerkt met een Zeiss fotomicroscoop (Carl Zeiss, Oberkochen, Württem-
berg, W.-Deutschland) met objectief Ph2 40 χ neofluar, optovar 1.25 χ, pro­
jectief 3.2 χ, groenfilter en zwart-wit film Gevaert 50 В 65. Er kon geen telkamer 
gebruikt worden vanwege de korte werkafstand van de fasecontrastcondensor. 
Daarom is een geïmproviseerd kamertje toegepast, opgebouwd uit een voor-
werpglas en een dekglaasje, dat aan twee zijden rustte op twee andere dek-
glaasjes ter dikte van ongeveer 0.15 mm. 
THEORIE VAN DE HEMAGGLUTINATIE 
Kinetiek van de hemagglutinatiereactie 
Het macroscopisch zichtbaar worden van de hemagglutinatie berust in alle 
gevallen op de vorming van aggregaten van twee of meer erythrocyten. Van de 
kinetische beschouwingen van Lanni en Lanni (1952), Sagik e.m. (1954) en 
• Wij konden gebruik maken van het instrument van het Laboratorium voor Chemische Pa-
Pathologie (Dr. A. J. W. Lansink), Instituut voor Pathologische Anatomie (Prof. dr. P. H. M. 
Schillings). 
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Bateman e.m. (1955 a) gaat alleen die van Lanni en Lanni op dit aspect in. De 
vorming van aggregaten van meer dan twee erythrocyten nemen wij niet expli­
ciet op in onze kinetische beschouwingen. Dit deden Ming e.m. (1965) wel. 
Indien de reactie bij kamertemperatuur of bij 37 o wordt uitgevoerd, moet de 
elutie tengevolge van de afbraak van de receptoren voor het virus op de ery­
throcyten in de beschouwing betrokken worden (Hirst 1942, Buzzell en Hanig 
1958). De betekenis van de symbolen is te vinden op blz. xi. 
Er zijn twee stappen te onderscheiden in de hemagglutinatiereactie : 
1. de adsorptie van een vrij virusdeeltje ν aan een erythrocyt E en 2. de adsorptie 
van dit aan één erythrocyt gehecht virusdeeltje Ve aan een tweede erythrocyt: 
kve 
1. V + E i i Ve 
kv 
kee 
2. Vc + E i ± Vb. 
2kv 
Een aan twee erythrocyten gehecht virusdeeltje ь bindt beide erythrocyten in 
een aggregaat. De snelheidsconstante kve beschrijft de ontmoeting van een 
groot en een relatief klein deeltje, de constante kee echter de ontmoeting van 
twee grote deeltjes: een erythrocyt, die een virusdeeltje draagt, en een andere 
erythrocyt. De kans dat deze laatste ontmoeting tot adsorptie zal leiden is be­
perkt, want daartoe moet het virusdeeltje zich juist op de plaats bevinden waar 
de erythrocyten elkaar zullen raken. De kans op een geslaagde adsorptie na 
ontmoeting van een vrij virusdeeltje en een erythrocyt is daarentegen zeer groot 
(Lanni en Lanni 1952). De constante kee zal dus aanmerkelijk kleiner zijn dan 
kve- Dit betekent dat het zichtbaar worden van de hemagglutinatie niet gepaard 
zal gaan met de verdwijning van de vrije virusdeeltjes. De elutiesnelheid is inde 
tweede stap van de hemagglutinatiereactie tweemaal zo groot gesteld als in de 
eerste stap, omdat het bindende virusdeeltje op beide erythrocyten zijn enzy­
matische activiteit uitoefent. 
Deze beschouwing is in de eerste plaats gericht op de situatie nabij het 50% 
eindpunt van een hemagglutinatietitratie, waar slechts enkele virusdeeltjes per 
erythrocyt aanwezig zijn. De concentratie van de erythrocyten E mag dan als 
constante worden opgevat, zolang het neuraminidase van het virus nog niet al 
te veel receptoren heeft afgebroken. Zo kan de kinetiek van de hemagglutinatie­
reactie worden uitgedrukt door het stelsel differentiaalvergelijkingen: 
6 
dv 
dT 
dVe 
dT 
dvb 
dT 
= — kve Ev + k
v
 v
e 
= + kve Ev — kv Ve — kee EVe + 2ку Vb 
= + kee EVe — 2kv Vb. 
ÍI) 
(2) 
(3) 
Uit dit stelsel kan men naar verkiezing Ve en ь, ν en ь of ν en Ve elimineren, 
waarbij lineaire differentiaalvergelijkingen van de derde orde ontstaan, waarvan 
die in ν en ь dezelfde vorm bezitten: 
d3v d2v dv 
—
r
 + ( k v e E + k e
e
E + 3 k
v
) — - + ( k V e k e e E 2 + 2 k V e E k v + 2 k v 2 ) — = 0 . (4) 
dt·5 dt^ dt 
Integratie van (4) leidt tot een vergelijking, eveneens gelijkluidend in ν en ь: 
ν = С ι + C 2 e - * veE + к v)t + Сз e - * e e E +2k v)t. ( 5 ) 
De integratie van (4) geeft (5) bij benadering en alleen onder voorwaarde dat 
kee<C kve en k
v
<^ kveE. Deze benadering bestaat uit het weglaten van een term 
4keeEkv onder het vierkantswortelteken in de uitdrukking voor de wortels 
van de karakteristieke vergelijking van vergelijking (4), waardoor onder dit 
vierkantswortelteken een volkomen kwadraat komt te staan. De integratie-
constanten in (5) zijn bepaald door de beginvoorwaarden ν = Vo, v
e
 = o, 
Vb = o als t = o : geen geadsorbeerd virus aan het begin van de reactie : 
Vo Kve*- ι Kv 
Vb 
k v + k
v e
E e - < k v e E + k
v
) t (6) 
Vo (kveE + kv) (keeE + 2kv) 
Keet' 1 2Kv 
• X 
1 + . Q—(к v e ^ t"k vH -
kveE + kv 
Kve—Keet—Kv Kvci-—Keet* — K 
De grootheid ν
β
 is ten alle tijde bepaald door 
V + Ve + Vb = Vo. 
.
e
-(ke
e
Ef2kv>t (7) 
(8) 
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De vergelijkingen (6, 7, 8) gelden voor een homogeen reactiemengsel. De he-
magglutinatie volgens de sedimentatiemethode is hiermee redelijk beschreven, 
die volgens de patroontest echter nog niet. In de eerste plaats is het nodig tot 
uitdrukking te brengen, dat de adsorptie van vrije virusdeeltjes aan de ery-
throcyten ophoudt, wanneer de laatste sedimenterende erythrocyten ter plaatse 
gepasseerd zijn. Neem aan dat alle erythrocyten even snel sedimenteren en dat 
het tse min duurt voordat een erythrocyt de weg van de meniscus tot de bodem 
heeft afgelegd. De waarde van tse is afhankelijk van de hoogte van de vloeistof­
kolom en van de viscositeit, die weer afhangt van de temperatuur. Verdeel de 
vloeistofkolom in horizontale laagjes. Het duurt Δ t min voordat alle erythro­
cyten uit het bovenste laagje verdwenen zijn. Uit de definities volgt, dat 
tse 1 A t 
Δ t = — of - = — . 
Π Π t
s
e 
(9) 
Het niet geadsorbeerde virus zakt niet mee uit met de erythrocyten, zodat vol­
gens (6) in het xe laagje van boven : 
VQ kveE -f- kv 
kv + kveEe-(kveE+k
v
)xAt (10) 
waarin Vx de concentratie in dat laagje is van de virusdeeltjes, achterblijvend 
wanneer de laatste erythrocyten er gepasseerd zijn. Als alle erythrocyten de 
bodem bereikt hebben, wordt de gemiddelde concentratie van het vrije virus 
in de bovenstaande vloeistof gegeven door de gemiddelde concentratie in de 
η horizontale laagjes : 
X=n t = tSe 
Vs _ I " S ^ V x _ I 4 Vx 
VQ n / Vn n ^ _ Vo ' 
x=o t = 0 
waarin v
x
 bepaald is door (10). Door (9) in te vullen en Δ Ι -» o ontstaat: 
tee tse 
Vs 
V0 (kveE + 
kv / dt + kveE / e-<kv
e
E + k
v
) t d t 
+ k
v
)tse L ./ J 
O o 
, ( ' 2 ) 
hetgeen door integratie leidt tot: 
Vs 
Vo кусЬ ι лу L VAveti "τ" ^ 
kv + 
К vet* jt—e-fkveE+kvJtsel (13) 
-v)tse I J I 
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voor de gemiddelde concentratie virusdeeltjes, achtergebleven in de boven­
staande vloeistof. 
In de tweede plaats moet geformuleerd worden hoe de hemagglutinatiereactie 
zich voortzet, wanneer de met virus beladen erythrocyten de bodem bereikt 
hebben. De bodems van de putjes in de perspexplaten, en ook die van de vroeger 
voor de reactie gebruikte buizen, zijn bolrond. De aldaar aangekomen ery­
throcyten zullen de neiging hebben door te glijden naar het midden van de 
bodem. Daarbij zijn de erythrocyten veel dichter bijeen dan tevoren, in de sus­
pensie, het geval was. Deze effectieve concentratieverhoging van het reage­
rende systeem drukken wij uit in een factor f. Voorlopig geven wij alleen de 
maximumwaarde aan, die deze factor zou kunnen bezitten: het omgekeerde 
van de hematocriet van de erythrocyten in het reagerende mengsel. In ons ge­
val moet derhalve ι 
2 100 
dat is f < 400, omdat wij aan één deel virussuspensie één deel 0.5% erythrocy-
tensuspensie toevoegen. De differentiaalvergelijking (1) gaat nu over in 
dfv 
— = — kve fE fv + kv fVe. (14) 
dt 
De vergelijkingen (2) en (3) krijgen evenzo fve in plaats van ν
ε
, fvb in plaats van 
Vb en f E in plaats van E. Dit nieuwe stelsel van differentiaalvergelijkingen kan 
echter onmiddellijk vereenvoudigd worden tot het stelsel (1, 2, 3) met als enige 
wijziging fE in plaats van E. Dit laatste stelsel kan op geheel analoge wijze wor­
den opgelost als het stelsel (1, 2, 3). De integratieconstanten krijgen nu echter 
geheel andere waarden, omdat thans andere beginvoorwaarden gelden. Als 
voor het proces op de bodem t = o, dan stellen wij ν = o, Ve = Ves en ь = ьв. 
Hiermee wordt uitgedrukt, dat virusdeeltjes, die tijdens het sedimenteren van 
de erythrocyten vrij in suspensie zijn gebleven, niet deelnemen aan de voort­
zetting van de reactie op de bodem. De grootheden Ves en Vbs zijn constanten, 
waarvan de waarden zijn bepaald door het reactieverloop tijdens het sedimen­
teren van de erythrocyten. Ook nu is het nodig rekening te houden met de 
elutie tengevolge van de neuraminidase-activiteit van het virus. De mogelijk­
heid dat de vrijgekomen virusdeeltjes zouden ontsnappen naar de bovenstaande 
vloeistof hebben wij geheel verwaarloosd, omdat de kans op ontsnapping zeer 
klein geacht moet worden vanwege de onmiddellijke nabijheid van een vergroot 
aantal erythrocyten. De concentratie verbindingen vormende virusdeeltjes 
blijkt af te hangen van de tijd, verlopen na het begin van het proces op de bo­
dem, volgens 
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Vb _ keeîE /Ves , M _ kecfE ^ - 2 ky ^ + 2 
V0 keef E + 2kv\Vo V0 / keef E + 2kv 
-рі + ^ -e-
' \Vo v 0 / 
I, fFL· Хм 
(kvefE + kv) (kvefE — kecfE — ky) L 
е
-(кее'Е + 2k
 v
)t
 e
-(k
 ve
tE l· к
 v
)t (15) 
De aandacht zij erop gevestigd, dat in (15) alle virusconcentraties betrokken 
zijn op het oorspronkelijke volume van het reactiemengsel, hetgeen wordt ver­
oorzaakt door de mogelijkheid om (14) te vereenvoudigen als aangegeven. 
De sedimenterende erythrocyten bereiken de bodem niet gelijktijdig. De kine-
tiek van de patroontest zou dus eigenlijk beschreven moeten worden door een 
continue overgang van (7) in (15), waarbij ook nog de invloed van het geleide­
lijk verdwijnen van de erythrocyten uit de bovenstaande vloeistof in aanmer­
king dient te worden genomen, zoals voor de vrije virusdeeltjes is gedaan in (13). 
In onze beschouwing zijn wij echter niet zover gegaan : wij laten na een tijds­
verloop van ts min de reactie in een homogeen systeem, als beschreven door 
(6, 7, 8) in gedachten plotseling overgaan in de reactie in een heterogeen sys­
teem, weergegeven door (15). De grootheid tg kan vanwege zijn willekeurig 
karakter niet gemeten worden. De grootheid tSe is wel meetbaar. Voor ts nemen 
wij nu het aantal minuten, dat volgens (6) dezelfde concentratie vrij gebleven 
virusdeeltjes aangeeft als de exacte vergelijking (13). Uit deze gelijkstelling is af 
te leiden dat: 
ts =
 k * In j(kveE + kv) t J - In !i_e-(kveE-kv)tseJ (16) 
Een stochastisch model voor de structuur van hemagglutinatiepatronen 
Een hemagglutinatiepatroon op de bodem van een putje van een perspexplaat 
of een ander vat, geschikt voor de patroontest, bestaat uit erythrocyten, die 
niet naar het diepste gedeelte kunnen doorglijden, doordat virusdeeltjes alle 
erythrocyten onderling verbinden. De vraag, die wij thans willen beantwoorden, 
is hoeveel virusdeeltjes er nodig zijn om juist 50% van de erythrocyten bijeen 
te houden tot een hemagglutinatiepatroon. Hoewel een dergelijk patroon uit 
meer dan een laag erythrocyten bestaat, heeft het toch een overwegend twee­
dimensionaal karakter. Daarom beperken wij ons model tot de beschrijving van 
een patroon waarin de erythrocyten alleen naast elkaar liggen. Een aan het pa­
troon deelnemende erythrocyt behoeft niet direct gehecht te zijn aan alle na­
burige erythrocyten. Het is voldoende indien elke erythrocyt aan tenminste 
1 naburige erythrocyt gehecht is. Wel moeten er in het netwerk als geheel vol­
doende erythrocyten voorkomen, die met 2 andere verbonden zijn en zodoende 
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een bijdrage kunnen geven tot de vorming van ketens van erythrocyten. Het 
zijn tenslotte de erythrocyten, die met 3 of meer van de omringende erythro-
cyten verbonden zijn, waarvan de samenhang van het netwerk in groter ver-
band afhankelijk is. De verdeling van de virusdeeltjes over de erythrocyten be-
rust uitsluitend op toeval, zeker wanneer gemiddeld niet meer dan enkele virus-
deeltjes per erythrocyt geadsorbeerd worden. Deze verdeling is echter niet van 
eenvoudige aard zodra er verbindingen vormende virusdeeltjes gaan optreden, 
omdat deze virusdeeltjes tegelijkertijd bij twee erythrocyten behoren. Daarom 
beschouwen wij in het patroon de verdeling van halve virusdeeltjes over de 
erythrocyten. Deze kunnen immers slechts tot één erythrocyt behoren, omdat 
de virusdeeltjes niet aan meer dan twee erythrocyten tegelijk gehecht kunnen 
zijn vanwege de maten van virusdeeltjes en erythrocyten. Omdat halve virus-
deeltjes fysisch onmogelijk zijn, is het nodig te eisen, dat bij de opbouw van een 
modelpatroon steeds elk half virusdeeltje gecombineerd raakt met een ander 
tot een heel deeltje. Dit principe is verduidelijkt in fig. т. 
& 
o ö 
tb Q 4. 
Ь 
Figuur ¡. Twee halve virusdeeltjes moeten samen een heel virusdeeltje vormen. 
De grote ringetjes stellen erythrocyten voor, de halve kleine ringetjes halve virusdeeltjes. De 
elementen in de linkerhelft van de figuur moeten zo samengevoegd worden, dat er geen halve 
virusdeeltjes overblijven. 
De halve virusdeeltjes zullen volgens een Poisson-stochastiek verdeeld zijn over 
de erythrocyten. De kans op erythrocyten die juist η halve virusdeeltjes dragen, 
hangt af van het gemiddelde aantal halve virusdeeltjes per erythrocyt 2 ь/Е 
volgens: 
P(n)=¿(fine-b/E (ι?) 
In (17) is uitgedrukt, dat de bedoelde verdeling bepaald is door het kinetische 
proces, voorafgaande aan de patroonvorming, en door de verhouding in con­
centratie van virusdeeltjes en erythrocyten. De verdeling is uitgezet tegen deze 
II 
Cumulatieve Poisson verde l ing 
Bijdrage 
n e t w e r k 
-3/4 -1/2 -1/4 0 +1/4+1/2+3/4 +1+1-1/4+1-1/2 
v i r u s c o n c e n t r a t i e = 2 l o g (V/E) 
ι ι 
1.0 1.19 (V/E) 
Figuur 2. De verdeling van halve virusdeeltjes over de erythrocyten, uitgezet tegen het gemiddelde 
aantal hele virusdeeltjes per erythrocyt. 
Bij een op de abscis gemarkeerde concentratie behoort een verdeling, aangegeven door de 
punten erboven. De punten stellen, van onder naar boven gaand, P(o), P(i) en P(2) voor, als 
P(n) = ρ (o) + p(i) + + p(n), waarin p(n) gegeven is door (17). V in de figuur komt 
overeen met ь in (17). 
verhouding in fig. 2. De boven elkaar liggende punten horen bij eenzelfde ver­
houding. De verticale afstanden tussen twee opeenvolgende punten bij dezelfde 
verhouding zijn gegeven door (17). Uit fig. 2 komt geen kritische verhouding 
2Vb/E naar voren, waarbij een begin van patroonvorming te verwachten zou 
zijn. Om te beginnen definiëren wij daarom de vertakkingsindicator als 
VI = 
Vb 
( i - p ( o ) ) E 
(18) 
waarin ρ (o) gegeven is door (17). De vertakkingsindicator is het aantal hele 
verbindende virusdeeltjes per erythrocyt, de erythrocyten welke geen virus­
deeltjes dragen uitgezonderd. Als VI = 1, dan zijn er precies genoeg virus­
deeltjes om juist alle virusdragendc erythrocyten te verenigen tot één lange 
keten. In werkelijkheid zal de verdeling over de erythrocyten uiteraard anders 
zijn. Wij beschouwen VI — 1 echter als een aanwijzing voor een begin van 
aggregaatvorming. Uit (18) en (17) volgt, dat dit het geval is wanneer ь/Е = 
o.8o. 
Een goed inzicht in de aard van de aggregaten van erythrocyten, te verwachten 
bij een bepaalde verhouding van verbindingen vormende virusdeeltjes tot ery-
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throcyten, is te verkrijgen door het opbouwen van modelpatronen. Hiertoe 
wordt een waarde gekozen voor de verhouding ь/Е, welke de verdeling van de 
halve virusdeeltjes over de erythrocyten (17) bepaalt. Met behulp van een tabel 
van aselecte getallen worden een voor een erythrocyten uit de door deze ver­
deling gekarakteriseerde verzameling getrokken onder teruglegging en geplaatst 
in een veld met orthogonaal gerangschikte posities, werkend van links naar 
rechts op een regel en van boven naar beneden wat betreft de regels. Hierbij 
wordt er voor gezorgd, dat onvoltooide halve virusdeeltjes op de regel erboven 
of op de laatst geplaatste erythrocyt voltooid worden tot hele virusdeeltjes en 
dat geen erythrocyten een plaats krijgen, die niet te voltooien halve virusdeeltjes 
met zich meebrengen. Een ter plaatse ontoelaatbare erythrocyt mag uiteraard 
niet uit de verzameling van getrokken erythrocyten weggelaten worden en 
daarom wordt deze onthouden tot zich een mogelijkheid voordoet hem te 
plaatsen, waarbij hij voorrang krijgt boven een nieuwgetrokken erythrocyt. 
Als de laatste geplaatste erythrocyt één half virusdeeltje onvoltooid laat, wordt 
met behulp van een tweede tabel van aselecete getallen beslist of dit halve virus-
deeltje gepresenteerd zal worden aan de volgende positie op dezelfde regel of 
aan de aansluitende positie op de volgende regel. Het veld met posities voor het 
modelpatroon is orthogonaal gekozen wegens de moeilijke hanteerbaarheid van 
andere rangschikkingen. De hexagonale rangschikking van erythrocyten, die de 
dichtste rangschikking van vlak liggende schijfjes is, doet logisch aan, doch is 
vermoedelijk toch minder juist. In aggregaten van erythrocyten, verkregen 
door hemagglutinatie, ziet men immers nooit fraaie rangschikkingen van de 
erythrocyten. Een model waarbij elke erythrocyt door vier andere omringd is, 
lijkt daarom een aannemelijk uitgangspunt. De Poissonverdelingen laten ery-
throcyten met meer dan 4 halve virusdeeltjes per erythrocyt toe. In het model 
kunnen maximaal 4 halve virusdeeltjes per erythrocyt gebruikt worden, zodat 
sommige halve virusdeeltjes verwaarloosd zullen worden, vooral bij de hogere 
doses virus. In tegenstelling tot de algemene regel worden onvoltooide halve 
virusdeeltjes wel toegelaten aan de rand van het modelpatroon. Dit is verant-
woord, omdat het modelpatroon slechts een gedeelte van het patroon in werke-
lijkheid voorstelt, zodat het modelpatroon zich over zijn randen heen moet 
voortzetten. 
In dit modelpatroon kan nu gemakkelijk van alle aggregaten van erythrocyten 
de omvang bepaald worden. Hierbij worden de voortzettingen over de randen 
van het veld verwaarloosd. Als de aggregaten gerangschikt zijn naar afnemende 
omvang waarbij de vrij liggende erythrocyten worden weggelaten, dan kan als 
karakteriserende grootheid voor een modelpatroon het 50 procents aantal 
aggregaten (50% NA) berekend worden. Dit getal geeft aan hoeveel aggregaten 
men moet nemen, werkend in de bedoelde volgorde, om juist 50% van de in 
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het modelpatroon aanwezige erythrocyten te omvatten. Er wordt geïnterpo-
leerd tussen het aantal aggregaten, dat nog juist niet, en het aantal dat juist wel 
meer dan 50 % van de erythrocyten omvat. Als meer dan de helft van alle ery-
throcyten geen virus draagt, dan bestaat het 50% NA niet. Als juist 50% van 
alle erythrocyten samenhangen in één groot aggregaat, dan is het 50% NA = 1. 
In dit geval is juist 50% hemagglutinatie te verwachten in de practijk. Als alle 
erythrocyten verenigd zijn in één groot aggregaat, heeft men de limietwaarde 
50% NA = 0.5. Elke keer, dat men een modelpatroon opbouwt voor dezelfde 
waarde van ь/Е, zal er een iets andere waarde voor het 50% NA ontstaan, 
mits elke keer een nieuwe serie aselecte getallen wordt gebruikt. De beste indruk 
over de voorspellingen van het model wordt verkregen door voor een aantal 
waarden van ц/Е het gemiddelde 50% NA te bepalen van meerdere model­
patronen per waarde van ь/Е. 
De aldus beschreven procedure is verwerkt tot het in FORTRAN gestelde 
computerprogramma HANET, dat werd uitgevoerd op het IBM systeem 360/50 
van het Universitair Reken Centrum Nijmegen*. De aselecte getallen werden 
voortgebracht door het hulpprogramma RANDOM van het Universitair 
Reken Centrum. Het bepalen van de grootte van de aggregaten gebeurt in 
HANET continu tijdens het opvullen van het veld. In HANET is de vertak­
kingsindicator berekend als het aantal geplaatste halve virusdeeltjes gedeeld 
door tweemaal het aantal aanwezige erythrocyten, die wel virus dragen. Omdat 
niet meer dan 4 halve virusdeeltjes per erythrocyt geplaatst kunnen worden in 
het model, nadert de aldus gedefinieerde vertakkingsindicator tot VI = 2 bij 
toename van ь/Е, in tegenstelling tot die, gedefinieerd volgens (18). Nabij 
VI = 1 heeft dit verschil in definitie echter slechts weinig invloed. 
HANET is tweemaal uitgevoerd met een veld ter grootte van 57 X 57 = 3249 
posities. Deze grootte was gekozen op grond van het aantal regels per pagina 
van de regeldrukker. Bij de eerste uitvoering werd gebruik gemaakt van waarden 
van Vb/E, die een verdunningsreeks in stappen van 1:2 vormden, bij de tweede 
uitvoering van waarden uit een verdunningsreeks in stappen van 1: 2І ter nadere 
precisering. De resultaten zijn samengevat in tabel 1 en de figuren 3 t/m 8. Om 
na te gaan of de beperking van het modelpatroon tot een veld met 3249 posities 
het resultaat van het modelonderzoek nadelig beïnvloedt, is HANET ook een-
maal uitgevoerd met een veld van 8 1 x 8 1 = 6561 posities voor de drie meest 
interessante waarden van ь/Е uit de tweede uitvoering. De overeenkomstige 
gegevens uit de tweede en derde uitvoering zijn vergeleken in tabel 2. Van de 
modelpatronen op een veld 6561 polities kon uiteraard geen afdruk op de regel­
drukker gemaakt worden. 
* Dit werk was mogelijk dank zij adviezen en hulp van de staf, programmeurs en operateurs 
van het Universitair Reken Centrum Nijmegen. 
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TABEL ι. Getallenmateriaal bij het model voor de vorming van hemagglutinatiepatronen, bewerkt met het programma HANET. 
I 
verd. 
factor 
a 
1 : 2 
b 
i-.li 
2 
concentratie 
2Iog Vb/E 
— 2 . 0 0 
— 1 . 0 0 
0.00 
1.00 
- 0 . 8 3 
— 0 . 5 8 
—0.ЗЗ 
— 0 . 0 8 
0.17 
0.42 
Vb/E 
0.25 
0.50 
1.00 
2.00 
O.56 
O.67 
O.79 
O.94 
1.12 
1-34 
Pío) 
0.606 
0.368 
0.135 
0.018 
0.325 
0.263 
0.204 
0.I5I 
0.106 
0.069 
3 
Poisson verdeling 
Pd) 
0.303 
0.368 
0.271 
0.073 
0.365 
0.351 
0.324 
0.286 
0.238 
0.185 
P(2) 
0.076 
0.184 
0.271 
0.146 
0.205 
0.234 
0.258 
0.270 
0.267 
0.247 
P(3) 
0.013 
0.061 
0.180 
0.195 
0.077 
0.104 
0.136 
0.170 
0.200 
0.220 
P ( n > 3 ) 
0.002 
0.019 
0.143 
0.566 
0.028 
0.047 
0.077 
0.123 
0.190 
0.279 
4 
vertakkings 
indicator 
0.635 
0.788 
1.113 
1.639 
0.827 
0.896 
0.979 
1.077 
1.191 
1.319 
5 
50 procents-
aantal 
aggregaten 
284.25 
4.04 
0.51 
201.30 
109.40 
44.41 
9-94 
0.96 
0.56 
6 
spreidingsbreedte 
grootste 
aggregaten 
9 - 12 
2 5 - 42 
4 6 5 - 951 
3177-3194 
2 5 - 69 
4 4 - 92 
8 2 - 208 
2 8 4 - 820 
1282-2689 
2832-2958 
7 
zie 
figuur 
3 
-
5 
8 
_ 
-
4 
-
6 , 7 
— 
8 
aantal 
patronen 
5 
5 
5 
5 
10 
1 0 
10 
10 
10 
1 0 
1. De grootte van de verdunningsstap in de reeks onder 2. 
2. De waarden van ь/Е, waarvoor modelpatronen zijn gevormd, tevens gekarakteriseerd door de logarithme. 
3. p(n) berekend volgens vergelijking (17). 
4. VI = aantal geplaatste halve virusdeeltjes gedeeld door het aantal erythrocyten, dat wel virus draagt. 
5. 50% NA = aantal aggregaten, geteld vanaf het grootste, dat juist de helft van de 3249 posities bevat (geïnterpoleerd). 
6. Van elk modelpatroon is het grootste aggregaat genomen en van deze per waarde van ь/Е het kleinste en het grootste. 
7. Geeft aan in welke figuur zich een afdruk bevindt uit of van een modelpatroon voor deze waarde van ь/Е. 
8. Het aantal modelpatronen voor deze waarde van ъ/Е waarop de gegevens gebaseerd zijn. 
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Figuur j . Model-hemagglutinatiepatroon voor Vfr/E = 0.25, fragment. 
Elk cijfer stelt een erythrocyt voor. De waarde van het cijfer geeft aan hoeveel halve virus­
deeltjes die erythrocyt draagt. De ligging van de verbindingen tussen de erythrocyten is terug­
gezocht en met de hand ingetekend als een punt tussen twee cijfers. Vervolgens is de begren­
zing van de aggregaten ingetekend. 
Figuur 4. Model-hemagglutinatiepalroon voor VfrlE = 0.79, fragment. 
Toelichting: zie fig. 3. 
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Figuur J. Model-hemagglutinatiepatroon voor Vfo/E = ι.οο. 
Toelichting: zie fig. 3. 
Uit tabel 1 blijkt, dat een verdunningsreeks in stappen 1:2* nodig is om ade-
kwaat te demonstreren hoe de aard van een modelpreparaat afhangt van de 
waarde van ь/Е. Dit komt vooral tot uitdrukking in de kolommen 5 en 6. 
Hieruit kan worden geconcludeerd, dat het gedrag van een hemagglutinatie-
patroon in het gebied van 50% hemagglutinatie in hoge mate afhankelijk moet 
zijn van het aantal virusdeeltjes, dat per erythrocyt in het patroon aanwezig is. 
De kolommen 3 geven de verwachte fracties erythrocyten met respectievelijk 
o, 1, 2, 3 en 4 halve virusdeeltjes. De regel voor ь/Е = i,i2 geeft aan, dat een 
fractie 0.200 + 0.190 = 0.390 van de erythrocyten knooppunten moet vormen 
in het netwerk om iets meer dan 50% van de erythrocyten tot één groot aggre-
gaat te kunnen verenigen. De vertakkingsindicator blijkt volgens de hier toe-
gepaste berekening VI = 1 te worden, indien ь/Е = 0.82, hetgeen inderdaad 
zeer goed overeenstemt met de ь/Е = o.8o, berekend volgens (18). De waarden 
ι? 
Figuur 6. Model-hemagglutinatiepatroon voor V^jE = 1.12. 
Toelichting: zie fig. 3. Tenslotte is het grootste aggregaat, dat een over het gehele patroon 
reikend netwerk vormt, voorgesteld door een raster, terwijl de los liggende erythrocyten en 
kleine aggregaten zijn voorgesteld in zwart, liggend in uitsparingen in het raster. 
van de VI en het 50% NA uit tabel 1 zijn grafisch weergegeven in figuur 9. De 
omvang van de grootste aggregaten bij een bepaalde waarde van ь/Е, die ver­
meid ís in kolom 6 van tabel 1, geeft wel een indruk over de verhouding van het 
grootste aggregaat tot het gehele veld met 3249 posities. Omdat de voortzetting 
van de aggregaten over de randen van het veld niet in de tellingen is begrepen, 
blijkt de mate van samenhang in het modelpatroon echter uitsluitend uit de 
figuren 3 t/m 8. 
In de figuren 3 t/m 8 stelt elk cijfer een erythrocyt voor en geeft de waarde van 
het cijfer, o, 1,2, 3, of 4, aan hoeveel halve virusdeeltjes deze erythrocyt draagt. 
De ligging van de virusdeeltjes, die niet is afgedrukt door HAN ET, is met de 
hand teruggezocht en als stippen ingetekend. Fig. 3 laat niet verwachten, dat er 
bij een waarde van ь/Е = 0.25 een macroscopisch waarneembaar hemagglu-
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Figuur 7. Model-hemaggìutinatiepatroon voor V^jE = 1.12, fragment overeenkomend met de 
linker bovenhoek van fig. 6. 
Toelichting: zie fig. 3. 
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Figuur 8. Model-hemagglutinatiepatroon voor F¿/E = 2.00, fragment. 
Toelichting: zie fig. 3. 
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TABEL 2. De invloed van de grootte van het veld op de berekeningen met het programma 
HANET. 
concentratie aantal posities 50 procents-aantal spreidingsbreedte grootste aggregaten 
2log Vb/E vu/E in het veld aggregaten aantal erythrocyten fractie v. h. veld 
).o8 
0.17 
0.42 
0.94 
1-34 
3249 
6561 
3249 
6561 
3249 
6561 
9-94 
16.36 
0.96 
0.7З 
0.56 
0.56 
284- 820 
409-1441 
1282-2689 
3749-5176 
2832-2958 
5701-5974 
0.087-0.252 
0.062-0.220 
0.395-0.828 
0.571-0.789 
0.872-0.910 
0.869-0.911 
De gegevens voor het veld met 3249 posities zijn genomen uit tabel 1. 
De grootheden komen overeen met die in tabel 1. 
Laatste kolom: de quotiënten van de getallen uit de voorlaatste kolom en de grootte van het 
veld. 
Elke regel geeft gemiddelden uit een serie van 10 berekeningen. 
tinatieverschijnsel optreedt. Fig. 4 geeft een indruk van de te verwachten situatie 
bij een waarde van ongeveer VI = 1. Uit tabel 1 blijkt, dat in dit geval meerdere 
aggregaten van 100 à 200 erythrocyten te verwachten zijn. Waarschijnlijk komt 
een waarde van VI = 1 inderdaad overeen met een juist waarneembare hemag-
glutinatie. Bij een waarde van vu/E = 1 wordt volgens fig. 5 het patroon duide-
lijk gedomineerd door een beperkt aantal grote aggregaten, doch er is geen 
aanwijzing voor een samenhangend netwerk, dat zich zou uitstrekken over het 
gehele veld. De zeer geringe verhoging van de virusconcentratie tot vu/E =1.12 
is daartoe voldoende. Het gehele gearceerde gebied in fig. 6 vormt één samen-
hangend geheel. In de uitsparingen bevinden zich, in zwart weergegeven, losse 
erythrocyten en kleine aggregaatjes van erythrocyten. Fig. 7 geeft een detail van 
hetzelfde modelpatroon om te laten zien hoe fig. 6 tot stand is gekomen en hoe 
gering de samenhang in het netwerk nog is. Dit staat in tegenstelling tot de 
verregaande samenhang bij een waarde van vu/E = 2, zoals te zien is in fig. 8. 
Het blijkt dat alle virusdragende erythrocyten onderling verbonden zijn. 
De figuren 3, 4 en 8 met een veld van 3249 posities laten weinig twijfel bestaan 
over de grootte van de aggregaten in de modelpatronen voor waarden van 
Vb/E sS 0.79 e n van ь/Е ^ 2. In de figuren 5 t/m 7 is te zien, dat vele aggregaten 
zich voortzetten aan de rand van het veld. In fig. 6 valt bovendien op, dat er 
aan de rand van het veld meer kleine aggregaatjes zijn dan in het midden. Een 
vergelijking met gegevens op basis van een veld met 6561 posities in tabel 2 
leert, dat inderdaad in alle drie gevallen de grootste aggregaten groter zijn in 
2 0 
-1 О +1 +2 
vlrusconcentratie г1од V/E 
Figuur ç. Overzicht van de uitkomsten, verkregen met H AN ET voor een veld met 324c posities. 
Dalende curve: 50 procents-aantal aggregaten. 
Stijgende curve: vertakkingsindicator, uitgezet volgens dezelfde ordinaat. 
Horizontale balk: de zwartingsgraad geeft een indicatie van de verwachte mate van agglutina-
tie. 
Stippen : de meetpunten, overeenkomend met tabel 1. 
De snijpunten van de beide curven met ordinaat = 1 geven karakteristieke concentraties aan: 
het begin van de waarneembaarheid van agglutinatie en het 50 procents-punt. 
Als de dalende curve de lijn ordinaat = 0.5 voldoende genaderd is, mag volledige agglutinatie 
verwacht worden. 
het veld met 6561 posities. Bij een waarde van ь/Е = 0.94 vult het grootste 
aggregaat in het grote veld een kleinere fractie dan in het kleine veld. Dit be­
tekent, dat de aggregaten een beperkte omvang moeten hebben. Bij een waarde 
van Vb/E =1.12 vult het allergrootste aggregaat, dat volgens fig. 6 vermoedelijk 
ook één samenhangend netwerk over het gehele veld is, ongeveer dezelfde 
fractie in het veld met 3249 posities en het veld met 6561 posities, terwijl het 
kleinste onder de grootste aggregaten een aanmerkelijk grotere fractie van het 
veld met 6561 posities vult dan het vergelijkbare aggregaat in het veld met 
3249 posities. Dit betekent, dat de kleine aggregaatjes, die zich in fig. 6 voort-
zetten over de rand van het veld, in de meeste gevallen elders gehecht zouden 
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blijken aan het grote netwerk, indien de directe omgeving van het veld bij het 
modelpatroon betrokken zou worden. Bij een waarde van ь/Е = 1 . 3 4 tenslotte 
heeft de grootte van het veld in het geheel geen invloed op de fractie van het 
veld, die gevuld wordt door het grootste aggregaat. In dit geval zijn de aggre­
gaatjes in de uitsparingen van het grote netwerk vermoedelijk zo klein, dat hun 
voortzetting over de rand van het veld te verwaarlozen is. 
Uit de verzamelde gegevens blijkt, dat bij het 50% hemagglutinatiepunt in de 
patroontest het aantal hele virusdeeltjes per erythrocyt in het patroon ongeveer 
1.1 moet zijn. Er is dan een juist samenhangend netwerk, dat 50% van de aan­
wezige erythrocyten bevat. De overige erythrocyten, die geen virus dragen of 
behoren tot kleine aggregaatjes, zullen in werkelijkheid niet blijven liggen in de 
uitsparingen van het netwerk, doch uitzakken naar het midden van de bodem. 
Het heeft geen zin de waarde van ь/Е bij 50% hemagglutinatie nader te preci­
seren, omdat het daarbij zou gaan om verbeteringen in deze waarde van de orde 
van 5%, dat is een factor 1.05 = 2 0 · 0 7 . De verbetering zou slechts 7% van een 
stap uit de gebruikelijke verdunningsreeks betreffen. Een hemagglutinatie-
patroon is in werkelijkheid enige lagen erythrocyten dik. Hoewel het in principe 
mogelijk is een computerprogramma als HANET te maken voor de bestudering 
van driedimensionale netwerken, achten wij deze inspanning voor de beoorde­
ling van hemagglutinatiepatronen met hun overwegend tweedimensionaal 
karakter niet nodig. Een dergelijk programma zou wel nuttig kunnen zijn om 
de structuur van in suspensie zwevende aggregaten van erythrocyten te voor­
spellen. Het enigszins driedimensionale aspect van een patroon kan de con­
clusie, dat bij een waarde van ь/Е = ι. ι een patroon met 50 % hemagglutinatie 
optreedt, slechts zeer weinig beïnvloeden. Als men de lagen eerst geheel af-
zonderlijk beschouwt, dan komt men voor elke laag tot een waarde van ь/Е = 
M als eis voor 50% hemagglutinatie. In werkelijkheid zullen sommige verbin­
dingen niet binnen één laag liggen, doch tussen twee lagen. Verder hadden wij 
niet meer dan 4 halve virusdeeltjes per erythrocyt toegelaten. De hierbij ver-
waarloosde halve virusdeeltjes kunnen dus nog bijdragen tot de driedimensio-
nale structuur leveren. Het grafische overzicht van de resultaten uit tabel r, 
dat weergegeven is in fig. 9, laat zien dat de overgang van volledig hemagglu-
tinaticpatroon tot het ontbreken van een hemagglutinatiepatroon ruimschoots 
binnen een verdunningsstap van 1:2 valt. De zwartheid van het raster in de 
horizontale balk beschrijft de graad van hemagglutinatie, die voorspeld wordt 
door het stochastische model voor de patroonvorming. De verticale streepjes 
in deze balk geven achtereenvolgens aan bij welke waarde van ь/Е de eerste 
agglutinatieverschijnselen zichtbaar zouden worden, het 50% punt verwacht 
wordt, en voor het oog 100% hemagglutinatie zou optreden. Er wordt ook tot 
uitdrukking gebracht, dat er macroscopisch onzichtbare aggregaten van ery-
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throcyten te verwachten zijn bij concentraties met vertakkingsindicator VI < i. 
Het in HAN ET toegepaste model voor de beschrijving van de vorming van 
aggregaten van erythrocyten tengevolge van de aanwezigheid van hemagglu-
tinerende virusdeeltjes maakt gebruik van de verdeling van halve virusdeeltjes 
over de erythrocyten. De toepassing van halve virusdeeltjes is noodzakelijk voor 
het weergeven van de verdeling van het virus over de erythrocyten, maar is niet 
zo elegant, omdat halve virusdeeltjes geen fysische realiteit zijn. Er bestaat een 
alternatief model. Hierin worden de erythrocyten eveneens gerangschikt ge-
dacht volgens een orthogonaal patroon. Tussen elke twee aangrenzende ery-
throcyten kan een verbinding wel of niet tot stand gebracht worden door een 
hemagglutinerend virusdeeltje. Men maakt dan gebruik van de verdeling van 
de (hele) virusdeeltjes over de voor het virus beschikbare posities. Wij hebben 
dit alternatieve model ook uitgewerkt. Het bleek, dat de schatting voor het aan-
tal virusdeeltjes per erythrocyt, nodig voor het bewerkstelligen van 50 % hemag-
glunatie in de patroontest, zo 0.3-0.4 hoger uitvalt. Dit wordt veroorzaakt door-
dat in het alternatieve model plaatsing van meer dan één virusdeeltje op een 
positie niet meer dan één verbinding op kan leveren. In het eerste model treedt 
een beperking pas op bij loting van een erythrocyt met meer dan vier halve 
virusdeeltjes. 
Bij de uitwerking van het alternatieve model kwam ook naar voren, dat de 
schatting voor het aantal virusdeeltjes per erythrocyt, nodig voor 50 % hemag-
glutinatie, lager uitvalt, indien men het model toepast op twee op elkaar liggende 
orthogonale patronen van erythrocyten met een bindingsmogelijkheid tussen 
elk paar boven elkaar gelegen erythrocyten. De schatting 1.1 virusdeeltjes per 
erythrocyt bij 50% hemagglutinatie kan dan gehandhaafd blijven. 
EXPERIMENTEN 
Uiteindelijk willen wij methoden ontwikkelen om de snelheidsconstanten uit de 
kinetische theorie te kunnen schatten en op grond hiervan de concentratie van 
hemagglutinerende deeltjes. Eerst willen wij echter aan de hand van enkele 
experimenten de juistheid van de kinetische theorie en het stochastische model 
toetsen. Daarna geven wij de resultaten van enige metingen, die moeten bij-
dragen tot de schatting van de snelheidsconstanten. 
Directe vergelijking van de hemagglulininetitraties volgens de patroontest en 
volgens de sedimentatiemethode 
Tyrrell en Valentine (1957) hebben reeds aangetoond, dat de sedimentatie-
methode, geëvalueerd volgens Levine e.m. (1953) en Horsfall (1954), een te lage 
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schatting van het aantal hemagglutinerende deeltjes geeft. Tyrrell en Valentine 
(1957) hebben de sedimentatiemethode vergeleken met de hemagglutininetitratie 
volgens de patroontest. Voor beide technieken werden dezelfde virusverdun-
ningen gebruikt. De sedimentatiecurve werd voor elke verdunning slechts door 
een beperkt aantal meetpunten gekarakteriseerd. Dit experiment van Tyrrell 
en Valentine hebben wij in iets gewijzigde vorm herhaald. Eerst werd de he-
magglutininetiter volgens de patroontest bepaald. Vervolgens werden suspensies 
in fysiologisch zout bereid met precies 1, y/10 en 10 HAE influenza virus, waar-
van de sedimentatiecurven werden bepaald met een direct aanwijzende spec-
trofotometer met dubbele lichtbundel. Dit type apparaat was gekozen, omdat 
een sedimentatieproef zelfs in onze opstelling met relatief korte vloeistof-
kolom ongeveer 2 à 3 uur moet duren, wil men de sedimentatiecurve werkelijk 
in zijn geheel verkrijgen, en omdat in verband hiermee de stabiliteit van het 
optische systeem van groot belang is. De Unicam SP. 800 spectrofotometer kan 
in de gebruikte opstelling weliswaar geen volkomen continue curven voort-
brengen, maar de metingen kunnen met voldoende korte tussenpozen verricht 
worden. De resultaten zijn te vinden in fig. 10. 
30 60 90 120 150 180 
minuten 
Figuur io. Sedimentatiecurven bij hemagglutinatie van kippeërythrocyten door influenzavirus, 
gemeten met brede lichtbundel. 
Aan respectievelijk o, i, y/io en io HAE influenzavirus A (in fysiologische zoutoplossing 
verdunde suspensie in allantoïsvloeistof) werd een gelijk volume 0.5% kippeërythrocyten in 
fysiologische zoutoplossing toegevoegd. Van elk mengsel is 1.5 ml in een rechthoekige cuvet 
met lichtweg 0.5 cm in een Unicam SP. 800 spectrofotometer met SP. 825 programme con-
troller bij 410 nm doorgemeten met intervallen van 6 min. 
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Het is duidelijk dat bij gebruik van ι HAE influenzavirus een sedimentatiecurve 
wordt verkregen, die nauwelijks verschilt van de controlecurve, die werd ver­
kregen door gebruik van erythrocyten zonder virus. Dit is in overeenstemming 
met de resultaten van Tyrrell en Valentine (1957). De curven voor v'io en 
10 HAE virus verschillen duidelijk van de controlecurve. Hirst en Pickels (1942) 
en Miller en Stanley (1944) gebruikten in hun oorspronkelijke beschrijving van 
de sedimentatiemethode een 50% eindpunt. Hiervoor kozen zij de verdunning 
van het viruspreparaat, die na een bepaalde wachttijd juist de helft van de begin-
concentratie van de erythrocyten in de lichtbundel heeft gelaten, als eindpunt 
van de titratie. De beste keuze van de wachttijd is afhankelijk van de hoogte van 
de vloeistofkolom boven de lichtbundel in de gebruikte proefopstelling. Als 
wij in fig. 10 het 50% eindpunt willen aanwijzen, dan blijkt dit afhankelijk te 
zijn van het tijdsverloop na de aanvang van de proef. Hierbij kan als nulpunt 
voor de extinctieschaal het best de extinctie 0.25 genomen worden, omdat de 
curven deze waarde uiteindelijk asymptotisch naderen, vermoedelijk vanwege 
convectiestromingen in het onderste deel van de cuvetten. Binnen 60 min na de 
aanvang zou 1 50% eenheid volgens de sedimentatiemethode overeenkomen 
met meer dan 10 HAE, daarna met een hoeveelheid HAE tussen ,/io en 10. De 
grootte orde van dit verschil in gevoeligheid is in overeenstemming met de re­
sultaten van Tyrrell en Valentine (1957) en met de beschouwing van Isaacs 
(1957)· 
Onder invloed van de versnelling van de zwaartekracht g leggen erythrocyten 
in een vloeistof met een viscositeit van η poise gedurende t sec een afstand af 
van χ cm : 
2Apg 
x = — — r
2t, (19) 
9Л 
waarbij wij er van zijn uitgegaan dat de erythrocyten de vorm van een bolletje 
hebben, alle met een straal van r cm, en dat de dichtheid hiervan Δ ρ gram 
χ c m
- 3
 groter is dan die van de vloeistof (Stauff i960 I.e. 215). In werkelijkheid 
zijn de erythrocyten echter verschillend van grootte. Metingen van de diameter 
van 233 erythrocyten in willekeurige eenheden met behulp van een oculair-
micrometer gaf een gemiddelde diameter van 7.31 eenheden met een standaard­
deviatie van 0.67 eenheden, ofwel 9.2%. Zij zullen dus niet even snel sedimen­
teren. 
Als de sedimenterende erythrocyten alle even groot waren, zouden zij een scherp 
front vormen, waarboven zich geen erythrocyten meer zouden bevinden. Om­
dat aan deze voorwaarde niet voldaan is, zal het front meer vervagen naarmate 
de sedimentatie langer heeft geduurd. 
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In de meeste lichtabsorptiemeters is de hoogte van de lichtbundel ongeveer 
ι cm. Als de sedimenterende erythrocyten alle even groot waren, zou de pas­
sage van het scherpe front door de lichtbundel een verloop van de extinctie 
in de tijd geven als bijvoorbeeld : \ 
De vervaging van het front van de erythrocyten zal de overgang van de extinctie 
van de beginwaarde tot de eindwaarde nog langer doen duren en geleidelijker 
doen verlopen. 
ι ι ι ι ι ι I 
1 2 3 
uren 
Figuur il. Sedimentatiecurve bij hemagglutinatie van kippeërythrocyten door inftuenzavirus, 
gemeten met smalle lichtbundel. 
Aan respectievelijk o en Vio HAE influenzavirus A MEL werd een gelijk volume 0.5% kip-
peërythrocyten toegevoegd als bij fig. 10. Van elk mengsel is 0.6 ml in een rechthoekige cuvet 
met een lichtweg van 0.2 cm continu doorgementen in een Zeiss PMQII spectrofotometer met 
toegevoegde diafragma's, die een lichtbundel van 0.1 cm doorlaten, bij 410 nm. Beide mengsels 
werden na elkaar doorgemeten. 
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Wij willen de verschillen tussen sedimentatie van erythrocyten met en sedimen-
tatie zonder aanwezigheid van influenzavirus bestuderen. Dit kan wellicht beter 
gebeuren met behulp van een hchtabsorptiemeter, voorzien van een fijnere 
lichtbundel. Een voorlopig resultaat geven wij in fig. 11. Hiertoe was de diameter 
van de lichtbundel van een Zeiss PMQ II spectrofotometer met behulp van 
3 geïmproviseerde diafragma's teruggebracht tot ongeveer o ι cm. Het blijkt dat 
de gezochte verschillen inderdaad duidelijker tot uitdrukking komen dan in 
fig. io. De dalmg van de extinctie van een suspensie erythrocyten, waaraan een 
gelijk volume suspensie met V 1 0 HAE influenzavirus was toegevoegd, bleek 
waarneembaar te zijn zodra met meten begonnen kon worden. Dat was г à 3 
minuten na het mengen van beide suspensies 
Hel omslaggebied in de hemagglutininetitratie volgens de patroontest 
Het stochastisch model voor de vorming van hemagglutinatiepatronen voor-
spelt, dat het omslaggebied tussen volledige agglutinatie en het ontbreken van 
agglutinatie moet vallen binnen één stap uit een verdunningsreeks met stappen 
van 1.2 Deze voorspelling is getoetst door een mfluenzavirussuspensie enige 
malen te titreren en hierbij een verdunningsreeks met stappen van 1:1.19 = 1: 2І 
te maken. De titraties werden bij 4° uitgevoerd. De resultaten zijn weergegeven 
in tabel 3, zij staven de voorspelling volledig Zij laten echter tevens zien, dat de 
hemagglutininetitratie volgens de patroontest een beperkte nauwkeurigheid 
heeft. 
TABEL 3 Omslaggebied in hemagglutininetitraties volgens de patroontest. 
aard van het patroon in de verdunning (—Mog) 
ρ Γ Ο ε
 9 22 9 47 9 72 9 97 10 22 1047 1072 
a i i ì i о о о 
b i i i i о o o 
с i 1 1 i i o o 
De cijfers geven een schatting van de fractie erythrocyten in het patroon 
Alle verdunningen in éen stap bereid uit de voorverdunning ι 500 = г - 8 " . 
De pH van virus- en erythrocytensuspeimes 
Van vier suspensies van influenzavirus in allantoisvloeistof werd de pH ge­
meten; de pH was gemiddeld 8 01 ± o.o8 (standaarddeviatie) De pH van vier 
0.5% suspensies van kippeerythrocyten in fysiologisch zout was gemiddeld 
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6.8o i 0.09. Het duurde telkens enige minuten alvorens de pH-meter (TTT 1 
Titrator, Radiometer, Kopenhagen) van een 0.5 pH-eenheid lagere aflezing 
tot de eindwaarde voor een erythrocytensuspensie genaderd was. Deze pH-
waarden liggen ruimschoots binnen de grenzen 5 en 9, die voor het slagen van 
de hemagglutinatiereactie zijn aangegeven door Buzzell en Hanig (1958), en 
voldoende dicht bij het optimum 7.2, dat door Tischer (1959b) is gevonden. Het 
is bovendien te verwachten, dat de gunstigere pH van de erythrocytensuspensie 
zal gaan domineren bij gebruik van verdunningen van de virussuspensie. 
De onderlinge afstoting van de kippeërythrocyten 
Fazekas de St. Groth en Cairns (1952) hebben kippeërythrocyten voorbehan-
deld met KJO4, zodat influenzavirus wel aan deze cellen kon adsorberen doch 
er niet meer van kon elueren. Aan een 1 % suspensie van deze erythrocyten 
voegden zij influenzavirus toe in concentraties, die iets meer of iets minder dan 
50% hemagglutinatie gaven in de patroontest. Na 30 min verdunden zij het 
mengsel 15 maal en telden dan in de microscoop hoeveel erythrocyten te zien 
waren in dimeren. Dit waren slechts 15.42% van alle erythrocyten. Zij kwamen 
zo tot de schatting, dat slechts 7.7 virusdeeltjes per 100 erythrocyten verbin-
dingen vormen tussen telkens twee erythrocyten bij het 50% eindpunt van een 
hemagglutininetitratie volgens de patroontest. Donald en Isaacs (1954), Werner 
en Schlesinger (1954) en Tyrrell en Valentine (1957) vonden ongeveer tienmaal 
zoveel virusdeeltjes per erythrocyt bij het 50 % eindpunt. Fazekas de St. Groth 
(1962), I.e. 55, verklaarde dit verschil door de waarneming dat 'Invariably, cells 
touched edge to edge in a dimer and the few trimers were similarly arranged, 
without ever finding a pair of cells attached to each other by their flat faces 
Nine particles out of ten, it seems, combine with receptors on the flat faces of 
the cells, and are lost for hemagglutination'. Hij wijt dit gedrag aan de hoge 
negatieve lading van de erythrocyten. 
Onze kinetische theorie voor de hemagglutinatie geeft eveneens een verklaring 
voor het verschil, temeer omdat Fazekas de St. Groth en Cairns (1952) een 
adsorptietijd van slechts 30 min toepasten in het homogene systeem. Toch leek 
Figuur 12. Paarvorming van erythrocyten bi/ hemagglutinatie. controle. 
In een agglutinatiebuisje bevond zich een 0.25% suspensie van kippeërythrocyten. Na 15 min 
werd uit het midden van het buisje 0.5 ml genomen en toegevoegd aan 7.0 ml fysiologische 
zoutoplossmg. Hieruit werd een kamertje ter dikte van 0.15 mm gevuld. Na het bezinken van 
de erythrocyten werd een opname gemaakt in fase-contrast. Vergroting 550 χ . 
Figuur 13. Paarvorming van erythrocyten bij hemagglutinatie: controle. 
Toelichting: zie fig. 12. 
28 
29 
30 
het ons gewenst na te gaan of in onze handen de erythrocyten eveneens nooit 
anders dan met de randen tegen elkaar zouden blijken te liggen. Het experiment 
was niet gericht op het verrichten van tellingen, maar uitsluitend op het micros-
copische aspect. 
Een influenzavirussuspensie in allantoïsvloeistof werd verdund met fysiologisch 
zout tot een titer van 4 HAE volgens onze patroontest. In een agglutinatie-
buisje werd aan 1 ml hiervan 1 ml van een 0.5% suspensie van niet met KJO4 
voorbehandelde kippeërythrocyten toegevoegd en 15 min na menging werd een 
monster van 0.5 ml genomen uit het midden van de vloeistofkolom. Het monster 
werd toegevoegd aan 7.0 ml fysiologisch zout en na voorzichtig zwenken werd 
deze verdunde suspensie bekeken in de fotomicroscoop. De figuren 12 t/m 14 
zijn gemaakt aan een controlepreparaat zonder virus. Elkaar rakende of juist 
overlappende erythrocyten als in fig. 12 waren geregeld te vinden. Twee elkaar 
voor meer dan de helft overlappende erythrocyten (fig. 13) werden in dit pre-
paraat eenmaal gezien. Fig. 14 toont de meest gecompliceerde van drie waarge-
nomen groeperingen van drie erythrocyten. In het preparaat met virus waren 
naar schatting niet veel meer dimeren van erythrocyten te zien dan in het con-
trolepreparaat. Er waren ongeveer evenveel trimeren in beide preparaten. Ka-
rakteristiek voor het preparaat met virus waren dimeren met beide erythrocyten 
in verticale stand, als in fig. 15. Hiervan waren er zes te vinden, in het controle-
preparaat echter niet één. 
Het optreden van overlappende erythrocyten in het controlepreparaat bewijst, 
dat de kippeërythrocyten elkaar niet afstoten onder de door ons toegepaste 
omstandigheden. Het bestaan van dimeren als in fig. 15 demonstreert ondubbel-
zinnig dat het influenzavirus in staat geacht moet worden om twee erythrocyten 
met de vlakke zijden naar elkaar toe te verbinden. Dat de twee erythrocyten 
niet geheel evenwijdig staan kan verklaard worden door de aanwezigheid van 
een kern. De verklaring van Fazekas de St. Groth (1962) I.e. 55 voor het feit, 
dat er ongeveer 10 virusdeeltjes per erythrocyt nodig zijn voor 50% hemagglu-
tinatie in de patroontest, geldt dus niet voor onze werkwijze. Waarschijnlijk 
moet dit feit in alle gevallen verklaard worden met behulp van onze kinetische 
theorie. 
Figuur 14. Paarvorming van erythrocyten bij hemagglutinatie: controle. 
Toelichting: zie fig. 12. 
Figuur ¡5. Paarvorming van erythrocyten bij hemagglutinatie. 
In een agglutinatiebuisje werd 1 ml influenza A MEL virussuspensic in fysiologische zoutop-
lossing met een titer van 4 HAE gemengd met 1 ml 0.5 % suspensie van kippeërythrocyten in 
fysiologische zoutoplossing. Na 15 min werd uit het midden van het buisje 0.5 ml genomen en 
toegevoegd aan 7.0 ml fysiologische zoutoplossing. De verdere behandeling was als beschre-
ven bij lig. 12. Vergroting 550 x . 
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Het aantal kippeërythrocyten per milliliter 
Het is gebruikelijk de concentratie van erythrocytensuspensies op te geven in 
volumeprocenten, die berusten op bepaling van de hematocriet. Wij gaven aan 
de bepaling van de hematocriet de voorkeur boven meting van de optische 
dichtheid (Kabat en Mayer 1961, I.e. 150) of telling in een telkamer; automa-
tische telapparatuur stond ons niet ter beschikking. Om het aantal erythrocyten 
per ml te bepalen in suspensies waarvan de hematocriet bekend is, hebben wij 
van 8 verschillende porties kippeërythrocyten 0.5% suspensies gemaakt en 
hiervan tellingen verricht. 
De erythrocyten werden zonder voorverdunnen in een Bürker-Türk telkamer 
geteld ; een volume van 6.25 μΐ werd onderzocht. Zo werden er per keer ongeveer 
250 erythrocyten geteld. Van elke suspensie werden twee tellingen gedaan. Ver­
der zijn tellingen verricht van 4 porties van een 0.25% suspensie; in dit geval 
werd een volume van 13.5 μΐ onderzocht. De tellingen werden vergeleken met 
de uitkomsten van tellingen is een Coulter Counter model A (Coulter Elec­
tronics, Ltd., St. Albans, England).* Elke suspensie werd eenmaal 1:100 ver­
dund en van deze verdunning werd in duplo in een volume van 0.05 ml geteld. 
Zo leverden 0.5 % suspensies tellingen van de orde van 20,000 en 0.25 % sus­
pensies getallen van de orde van 10,000. Het gemiddelde uit een duplo werd ge­
corrigeerd voor coïncidenties, waarna vermenigvuldiging met 2000 het aantal 
erythrocyten per ml gaf. 
TABEL 4. Aantal kippeërythrocyten per ml in een 0.5 %-suspensie. 
suspensie 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
gemiddelde 
stand. dev. 
De kritieke waarden van 
aant. erythrocyten per ю - 7 
telkamer 
4-38 
4-95 
4 3 2 
4-30 
4.37 
4.42 
З.57 
485 
4-395 
0.416 
Τ zijn sen 31 (η 
Co 
= 8, 
ml 
— 
ulter counter 
4-35 
4.З5 
5-3 
4.24 
4.22 
4.24 
З.55 
4.16 
4.301 
0.478 
2α = ο.ιο 
bijdrage in 
• i 
van Wilcoxon 
+ 2 
+ 6 
— 8 
+ 3 
+ 4 
+ 5 
+ 1 
•J-T 
T+ = 28 
T - = 8 
, 2-zijdig) (Geigy i960, blz. 128, 170). 
* Deze tellingen zijn uitgevoerd door Mej. M. L. N. Ewals in het Hematologisch laboratorium 
van Prof. Dr. C. Haanen ; afdeling Inwendige Geneeskunde. 
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TABEL 5. Verhouding van erythrocytentellingen in bijeenhorende 0.50 %- en 0.25 %-suspensies. 
methode 
suspensie 
nr. 4 
nr. 5 
nr. 7 
nr. 8 
gemiddelde 
stand. dev. 
telkamer 
erythrocyten 
per 10 
"¿.50 % ~ 
4-30 
4.37 
З.57 
4.85 
'ml 
0 . 2 5 % 
2.27 
2.31 
1.68 
2.10 
o .50%/o.25% 
1.894 
1.892 
2.125 
2.310 
2.055 
0.202 
Coulter counter 
erythrocyten 
per 10 
ä 5 0 % ~ 
4.24 
4.22 
З.55 
4.16 
-•"ml 
0 . 2 5 % " 
2.14 
2.12 
1.60 
2.03 
0.50%/0.25 o /
o 
I.98I 
I.99I 
2.219 
2.049 
2.060 
O.IIO 
0.50%- en 0.25 %-suspensies met hetzelfde nummer zijn naast elkaar bereid op grond van de­
zelfde hematocnetwaarde. De nummers komen overeen met die in tabel 4. 
De tabellen 4 en 5 geven een overzicht van de resultaten. Volgens de symmetrie-
toets van Wilcoxon (Geigy i960, I.e. 128, 170) verschillen beide telmethoden 
niet significant. Dit is in overeenstemming met het feit dat verschillende in­
stellingen van de discriminator voor de grootte van de getelde deeltjes geen 
essentieel verschillende tellingen opleverden in de Coulter Counter. Tabel 4 
suggereert, dat de spreiding van de telresultaten voornamelijk bepaald is door 
variaties in de bereiding van de suspensies, want anders zou een lagere stan­
daarddeviatie gevonden zijn voor de tellingen met de Coulter Counter. De gro­
tere nauwkeurigheid van de Coulter Counter komt wel tot uiting in tabel 5. 
In het vervolg nemen wij aan, dat onze 0.5% suspensies 4.3 -< io 7 erythrocyten 
per ml bevatten met een standaarddeviatie van 0.5 χ io7. 
In tabel 6 geven wij een overzicht van overeenkomstige gegevens uit de litera­
tuur. De grote onderlinge verschillen kunnen volgens ons verklaard worden uit 
een gebrek aan standaardisatie in de bepaling van de hematocriet. Alle gegevens 
zijn omgerekend tot aantallen per ml voor 1 % suspensies. De keuze van de in 
ons onderzoek toegepaste omstandigheden voor de bepaling van de hematocriet 
is gedaan op grond van de overweging, dat opgave van een volumepercentage 
voor de erythrocyten alleen zinvol is, indien na het centrifugeren zo weinig 
mogelijk vloeistof achterblijft tussen de samengepakte erythrocyten. Voor de 
beoordeling van de verschillen in methode ter bepaling van de hematocriet werd 
een 2% suspensie van kippeërythrocyten bereid volgens onze standaardpro-
cedure. Er is een 2 % suspensie gebruikt in plaats van een 0.5 % suspensie om 
nauwkeuriger aflezingen te verkrijgen. Tabel 6 laat zien, dat de hematocriet een 
beperkte nauwkeurigheid heeft, dat 30 min centrifugeren bij 625 χ g inderdaad 
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TABEL 6. Aantal kippeërythrocyten per ml in ι % en 2% (v/v) suspensies. 
Literatuuroverzicht: omgerekend tot 1 
auteurs 
Hirst (1942) 
Tyrrell en Valentine (1957) 
Lanni en Lanni (1952) 
Donald en Isaacs (1954) 
Fazekas de St. Groth en Caims (1952) 
Batemane.m. (1955b) 
Dit onderzoek 
Уо 
-
suspensies : 
bepaling 
— min 
4 
-
10 
van de hematocriet 
rpm 
1000 
-
1200 
effect 
_ 
-
320 X g 
fotoëlectr. densitometer 
-
-
30 
-
-
2000 
-
-
625 X g 
Invloed van de werkwijze op de hematocriet van twee 2% suspensies a en b: 
bepaling van de hema 
min rpm 
4 1000 
10 1400 
30 2000 
60 2000 
itocriet 
effect 
160 χ g 
320 χ g 
625 χ g 
625 x g 
aflezing van de hemaUx 
a b 
2.42 
2.01 
1.98 
1.93 
2.41 
2.20 
I.96 
2.00 
aantal erythr. 
p e r 1 0 - 7 ml 
2-5 
5-6 
5-6 
6.4 
7-7 
8.6 
:riet in % (v/v) 
gem. 
2.42 
2.10 
ΐ·97 
і .9б 
De 2 % suspensies werden bereid op de gebruikelijke wijze. 
redelijk voldoet aan de door ons gestelde eis en dat de bepaling van de hema­
tocriet volgens Hirst (1942) moet leiden tot gehaltes aan erythrocyten, die 
ongeveer 80% zijn van de gehaltes die wij vinden in een suspensie gekarakteri­
seerd door hetzelfde volumepercentage. 
De sedimentatiesnelheid van de kippeërythrocyten 
Wij hebben tweemaal bij 23o en bij 40 nagegaan hoe ver het front van sedimen-
terende erythrocyten verwijderd was van de meniscus in een 0.5 % suspensie na 
120 min. Gemiddeld bleek de snelheid 0.13 mm/min bij 23o en 0.078 mm/min 
bij 40. Hieruit volgt, dat tse, de sedimentatietijd van erythrocyten uit de kine-
tische theorie, voor de putjes van onze perspexplaten met een vloeistofkolom 
van 5 mm hoogte bij 23o 38 min en bij 4° 64 min bedraagt. 
Hoeveelheid virus in een hemagglutinatiepatroon 
De hemagglutinatiereactie wordt beheerst door reactiesnelheden. Het aantal 
virusdeeltjes, dat een bijdrage zal vormen tot de patroonvorming, wordt volgens 
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de kinetische theorie voornamelijk bepaald door de hoeveelheid virus, die tij-
dens het sedimenteren aan de erythrocyten geadsorbeerd wordt. Het aantal 
virusdeeltjes, dat deelneemt aan de patroon vorming, kan het best indirect be-
paald worden. Op de volgende wijze hebben wij experimenteel vastgesteld hoe-
veel virusdeeltjes niet geadsorbeerd raken tijdens het sedimenteren van de ery-
throcyten. 
Aan 0.25 ml influenzavirussuspensie in een putje van een perspexplaat werd 
0.25 ml 0.5% kippeërythrocytensuspensie toegevoegd. Na 2 uren werd een zo 
groot mogelijk volume van de heldere bovenstaande vloeistof afgepipetteerd 
zonder erythrocyten uit het gevormde patroon mee te nemen. De oorspronke-
lijke virussuspensie en de bovenstaande vloeistof werden getitreerd in de pa-
troontest met behulp van geschikte voorverdunningen. De titraties werden uit-
gevoerd met dezelfde erythrocytensuspensie. Er is tegelijkertijd een proef uit-
gevoerd bij 4° in de koude kamer en bij kamertemperatuur (24o à 26o). De ti-
tratie van de bovenstaande vloeistof gebeurde steeds bij kamertemperatuur. 
In tabel 7a zijn de titratieresultaten vermeld van 4 proeven (1 t/m 4). Voor de 
proeven zijn influenzavirussuspensies in allantoïsvloeistof gebruikt, die ge-
oogst waren na 64 uur in plaats van na 48 uur en die niet in bevroren toestand 
waren geweest. 
Aan de oorspronkelijke virussuspensie is een gelijk volume erythrocytensus-
pensie toegevoegd. De bovenstaande vloeistof is dus 1:2 verdund in vergelijking 
met de oorspronkelijke virussuspensie. Daarom moet de titer van de boven-
staande vloeistof met 2 vermenigvuldigd worden om een schatting te verkrijgen 
voor de hoeveelheid virus, dat niet aan de erythrocyten geadsorbeerd was. Bij 
de niet geadsorbeerde hoeveelheid virus tellen wij vervolgens de in de oorspron-
kelijke virussuspensie gevonden hoeveelheid HAE virus op. Aldus hebben wij 
een schatting verkregen voor de hoeveelheid virus, die in totaal in de oorspron-
kelijke virussuspensie aanwezig geweest moet zijn. Deze schatting is eveneens 
uitgedrukt in HAE als eenheid en voor alle 4 proeven (1 t/m 4) vermeld in 
tabel 7a. 
De hemagglutininetitratie van de oorspronkelijke virussuspensie berust op de 
vorming van een hemagglutinatiepatroon en de gevonden titer is dus eigenlijk 
een maat voor de hoeveelheid virus in het patroon. Als wij deze titer delen door 
de zojuist afgeleide schatting voor de totale hoeveelheid virus, dan verkrijgen 
wij dus een schatting voor de fractie virus in het patroon. Ook deze fractie 
virus in het patroon is vermeld in tabel 7a. In tabel 7b hebben wij de bij kamer-
temperatuur verkregen resultaten vergeleken met de bij 40 gevonden resultaten. 
Van alle paren overeenkomstige titers is de verhouding bepaald. Van de ver-
houdingen van eenzelfde soort titer is het meetkundig gemiddelde berekend 
over de 4 proeven (1 t/m 4). In tabel 7b zijn de logarithmen met grondtal 2 ver-
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TABEL 7. Hoeveelheid virus in een hemagglutinatiepatroon bij kamertemperatuur en bij 4°. 
a. temperatuur 
grootheid 
virussuspensie 
24° à 26° 
oorspronkelijk 
hemagglutininetiter (HAE) 
bovenstaand totaal 
fractie virus 
in patroon 
nr. 1 
nr. 2 
nr. 3 
nr. 4 
1000 
250 
1400 
1000 
140 
32 
450 
230 
1300 
310 
2300 
1500 
0.77 
0.81 
0.61 
0.67 
b. virussuspensie 
grootheid 
temperatuur 
nr. 1 
nr. 2 
nr. 3 
nr. 4 
oorspronkelijk 
2log hemagglutininetiter 
24" à 26° 
10.0 
8.0 
10.5 
10.0 
10.0 
8.5 
n .3 
10.3 
verschil 
0.0 
—0-5 
—0.8 
—0.3 
gemiddelde 
titer24_j6/titer4 
-0.40 
0.76 
a: totaal = oorspronkelijk + 2 χ bovenstaand, fractie = oorspronkelijk/totaal. 
TABEL 8. Hoeveelheid influenzavirus in een hemagglutinatiepatroon bij kamertemperatuur en bij 4 0 : d 
VIRUSPREPARAAT 
a. temperatuur 
grootheid 
virussuspensie 
nr. 5 
nr. 6 
nr. 7 
VIRISPREPARAAT 
b. virussuspensie 
verschil 2log 
hemaggl. titers: 
nr. 5 
nr. 6 
nr. 7 
gemiddelde 
titer24-2<i/titer4 
24 
hemaggl. 
titer 
oorspr. 
500 
350 
500 
ONVERDUND 
°à26° 
fractie 
virus 
in patroon 
0.89 
0.88 
0.93 
4' 
hemaggl. 
titer 
oorspr. l n 
630 
500 
500 
ONVERDUND 
oorspronkelijk 
—0-3 
—0.5 
0.0 
—0.27 
0.83 
bovenstaand 
—1-7 
—0.9 
—1.4 
—1.ЗЗ 
0.40 
fractie 
virus 
ι patroon 
0.76 
0.85 
0.83 
totaal 
—0.6 
—0.6 
—0.1 
—0.4З 
0.74 
24 
hemaggl. 
titer 
oorspr. 
120 
88 
120 
ООП 
I 
'k26' 
fractie 
virus 
in patroon 
0.71 
0.73 
0.75 
i : 
spronkelijk 
—0.3 
—0.5 
0.0 
—0.27 
0.83 
Alle getallen verkregen als in tabel 7, waarbij enige kolommen zijn weggelaten. 
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4° 
oorspronkelijk 
1000 
350 
2500 
1200 
hemagglutininetiter ( H A E ) 
bovenstaand 
2 log hemagglutininetiter 
24° à 26° 
7-1 
6.0 
8.8 
7-8 
4° 
=S5.6 
6 0 
8.6 
7.3 
bovenstaand 
'S 50 
32 
390 
160 
verschil 
г Я - 1 . 5 
0.0 
-Г0.2 
+ 0 . 5 
+ 0 . 5 5 
totaal 
ζ ΙΙΟΟ 
410 
3300 
1500 
2 log hemaggl ut 
24° à г ' 
ю.з 
8.3 
ІІ.2 
10.6 
totaal 
minetiter 
4° 
< ІО.І 
8.7 
п . ? 
10.6 
fractie virus 
in patroon 
&0.91 
0.85 
0.76 
0.80 
verschil 
> + 0 . 2 
— 0 . 4 
— 0 . 5 
0.0 
— 0 . 1 8 
1-5 0.9 
b: afgeleid van de gegevens in a door het nemen van de 2log, bij het middelen is > opgevat als = , het 
gemiddelde is een 'log, Шегз, зб/Шегд is gevonden door 2 tot deze macht te verhenen. 
vloed van verdunnen van de virussuspensie in fysiologisch zout. 
ERDUND 1 :i6 VERDUND 
24'' à 26o 
hemaggl. 
titer 
oorspr. 
160 
120 
120 
E R D U N D 
bovenstaand 
— I . I 
—0.6 
—1.7 
—1.13 
fractie 
virus 
in patroon 
0.62 
0.71 
0.48 
totaal 
—0.6 
—0-5 
- 0 . 7 
— 0 6 0 
hemaggl. 
titer 
oorspr. 
ЗІ 
22 
ЗІ 
fractie 
virus 
in patroon 
0.79 
0.79 
0.76 
hemaggl. 
titer 
oorspr. 
40 
ЗІ 
31 
1:16 V E R D U N D 
oorspronkelijk 
— 0 . 3 
— 0 . 5 
0.0 
— 0 . 2 7 
bovenstaand 
— 1 3 
0.0 
— 2 . 0 
— I . I O 
fractie 
virus 
in patroon 
0.67 
0.84 
0.44 
totaal 
— 0 . 6 
— 0 . 4 
— 0 . 7 
— 0 . 5 7 
0.46 0.66 0.83 0.47 0.67 
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meld. De logarithmen van de titers corresponderen met de titers in tabel ja. 
De verhoudingen zijn terug te vinden als verschillen, de meetkundige gemid-
delden als rekenkundige gemiddelden van de vermelde logarithmen. De ge-
middelde verhoudingen zijn niet alleen weergegeven als logarithme met grond-
tal 2, maar op de onderste regel van tabel 7b ook als deze verhoudingen zelf. 
De gemiddelde verhoudingen zijn daarbij aangeduid als titer24- 26/titer«. 
Uit tabel 7a blijkt, dat in alle 4 proeven meer virus in het hemagglutinatie-
patroon aanwezig was, wanneer de proef bij 40 werd uitgevoerd. Uit tabel 7b 
blijkt, dat bij 4° in 3 van de 4 proeven een hogere hemagglutininetiter is ge-
vonden in de oorspronkelijke virussuspensie en eveneens in 3 van de 4 proeven 
een lagere titer in de bovenstaande vloeistof, terwijl in beide gevallen in de 
vierde proef geen verschil optrad. De gemiddelde verhouding van de titers bij 
24°-260 en bij 40 bleek 0.76 te zijn in de oorspronkelijke virussuspensies en 
1.46 in de bovenstaande vloeistoffen. De schattingen voor de totale hoeveel-
heid virus in de suspensies bleken bij 24o-260 gemiddeld 0.88 maal zo groot als 
bij 40. Deze resultaten zijn in overeenstemming met de verwachtingen met uit-
zondering van het laatste. Het verschil met de verwachte waarde (1.00) is echter 
niet groot. 
De proeven 1 t/m 4 waren uitgevoerd met onverdunde virussuspensies. Het is 
mogelijk, dat de resultaten in tabel 7 niet optimaal waren tengevolge van vroeg-
tijdige verzadiging van de erythrocyten met virus tijdens de adsorptie. Men zou 
deze adsorptieproeven het liefst uitvoeren met een virussuspensie, die juist 50% 
hemagglutinatie zou geven in de patroontest. Zodoende zou men de beste in-
lichtingen kunnen verkrijgen over de processen, die zich afspelen tijdens de 
hemagglutinatiereactie van de virusverdunningen nabij het 50% punt van een 
hemagglutininetitratie. Bij zulke adsorptieproeven zouden echter geen hoeveel-
heden virus in de bovenstaande vloeistof achterblijven, die nog met een hemag-
glutininetitratie aantoonbaar zijn. Daarom hebben wij onze toevlucht genomen 
tot een vergelijking van het gedrag in een adsorptieproef als hierboven be-
schreven van een onverdunde virussuspensie met een 1 '.4 en een 1:16 in fysio-
logisch zout verdunde suspensie. Deze vergelijking hebben wij driemaal uitge-
voerd (in de proeven 5 t/m 7) met een bij —500 bewaarde influenza virussuspen-
sie, die na 48 uur geoogst was. 
De resultaten van deze proeven zijn vermeld in tabel 8. De verkregen gegevens 
zijn op dezelfde wijze bewerkt als hierboven beschreven is voor de proeven 
1 t/m 4. In tabel 8 zijn echter sommige kolommen weggelaten, die wel in tabel 7 
waren opgenomen. Uit tabel 8a blijkt, dat in 7 van de 9 gevallen (3 proeven, elk 
met 3 virusconcentraties) meer virus in het hemagglutinatiepatroon is aange-
toond, wanneer de proef bij kamertemperatuur werd uitgevoerd. Dit resultaat 
is juist tegenovergesteld aan het overeenkomstig resultaat in tabel 7. 
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Uit tabel 8b blijkt, dat bij 4° in 2 van de 3 proeven een hogere hemagglutinine-
titer is gevonden in de oorspronkelijke virussuspensie, terwijl in de derde proef 
geen verschil optrad. Dit resultaat stemt overeen met dat in tabel 7. De uit-
komsten voor de 3 virusconcentraties zijn in dit opzicht identiek, omdat de 
titers van de oorspronkelijke virussuspensie uitsluitend bepaald zijn in de on-
verdunde suspensies. Uit tabel 8b blijkt voorts, dat bij 40 in 8 van de 9 gevallen 
(3 proeven, elk met 3 virusconcentraties) een hogere titer is gevonden in de 
bovenstaande vloeistof. Dit resultaat is juist tegenovergesteld aan het overeen-
komstige resultaat in tabel 7. Het gevolg hiervan is, dat de gemiddelde ver-
houdingen van de schattingen voor de totale hoeveelheid virus in de suspensies 
bij 24°-260 en bij 40 (0.74, 0.66 en 0.67) meer afwijken van de verwachte waarde 
(1.00) dan de overeenkomstige verhouding in tabel 7 (0.88), ondanks het feit, 
dat in tabel 8b de gemiddelde verhouding van de titers bij 240-26° en bij 40 
in de oorspronkelijke virussuspensie (0.83) groter bleek dan de overeenkomstige 
verhouding in tabel 7 (0.76). 
Wanneer een hemagglutinatiereactie wordt uitgevoerd in een putje van een 
perspexplaat zoals dit gebruikt wordt voor de patroontest, doen niet alle in-
fluenzavirusdeeltjes mee aan de vorming van het hemagglutinatiepatroon. Dit 
blijkt uit alle 7 proeven in de tabellen 7 en 8. De verschillen tussen de uitkom-
sten in tabel 7 en tabel 8 zouden kunnen samenhangen met de aard van de ge-
bruikte viruspreparaten. Dit zullen wij toelichten in de discussie. 
DISCUSSIE OVER DE EXPERIMENTEN 
Vergelijking van patroontest en sedimentatiemethode 
Onze gegevens in fig. 10 bevestigen de resultaten van Tyrrell en Valentine 
(1957). Een influenzavirussuspensie moet ongeveer 10 HAE bevatten om het 
verschil tussen de sedimentatiecurven voor erythrocytensuspensies met en zon-
der virus zo groot te maken, dat er in de cuvet met virus extincties kunnen op-
treden, kleiner dan 50% van de extinctie in de controlecuvet op hetzelfde mo-
ment. De keuze van het moment waarop de extincties in de cuvet met virus en 
in de controlecuvet vergeleken worden is bepalend voor de gevoeligheid van de 
sedimentatiemethode, indien men werkt met een 50% eindpunt. Dit blijkt uit 
fig. 10. In het begin en aan het einde van een sedimentatieproef is het verschil 
tussen de curven kleiner dan halverwege, als de extinctie in de controlecuvet 
juist is begonnen met dalen. 
Tijdens de beschrijving van de experimenten hebben wij reeds aangegeven hoe 
de vorm van de sedimentatiecurve beïnvloed wordt door de hoogte van de licht-
bundel en door de verschillen in grootte van de erythrocyten. In de sedimentatie-
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curve voor een mengsel van hemagglutinerend virus en erythrocyten komt hier 
nog de invloed van de hemagglutinatie bij. De virusdeeltjes zijn zoveel kleiner 
dan de erythrocyten, dat een verschil tussen niet geagglutineerde erythrocyten 
met of zonder geadsorbeerde virusdeeltjes niet merkbaar zal zijn in een sedi-
mentatieproef. Als een virusdragende erythrocyt een andere erythrocyt ont-
moet, kan een dimeer van erythrocyten ontstaan. Hieruit kunnen weer grotere 
polymeren van erythrocyten ontstaan. Voor elke grootte van polymeren geldt 
een eigen sedimentatiesnelheid, gekarakteriseerd door (19). Twee erythrocyten, 
die verbonden zijn met de vlakke zijden tegen elkaar, zullen een iets andere 
sedimentatiesnelheid hebben dan paren, die aan de randen onderling verbonden 
zijn. Dit verschil verwaarlozen wij. Elke grootte van polymeren heeft de neiging 
een eigen front te vormen. Boven dit front kunnen echter steeds nieuwe poly-
meren ontstaan, omdat het front van de nog niet geagglutineerde erythrocyten 
het traagst daalt. Bovendien kunnen de polymeren weer dissociëren tengevolge 
van de neuraminidaseactiviteit van het virus. Hierdoor ontstaan trager dalende 
deeltjes. Het gevolg is, dat alleen de achterzijde van het front van de niet geag-
glutineerde erythrocyten het karakter zal behouden, dat te vinden is in een sus-
pensie van sedimenterende erythrocyten zonder virus. Voor dit front zal de 
extinctie sneller dalen dan in de controle en wel in sterker mate als er meer virus 
aanwezig is. De staart van de sedimentatiecurve zal echter na dezelfde tijd aan-
toonbaar blijven als in de controle, omdat altijd enige erythrocyten niet in poly-
meren zullen worden opgenomen. Deze aspecten zijn duidelijk terug te vinden 
in fig. 10 en 11. 
De zojuist gegeven beschouwing is analoog aan die voor reagerende systemen 
in de analytische ultracentrifuge van Schachman (1959), Fujita (1962) en Gil-
bert (1963). Er bestaat een mathematische analyse van Makino en Rogers (1965) 
die van toepassing is op onze sedimentatie van agglutinerende erythrocyten. 
De invloed van diffusie of van verschillen in grootte van de deeltjes is nog niet 
verwerkt in de bedoelde beschouwingen. Zij houden wel rekening met de om-
keerbaarheid van de reactie. In ons geval vormen de agglutinerende erythrocy-
ten het reagerend systeem, waarvoor deze analogieën gelden. Bij de aanvang 
van de sedimentatieproef zijn de erythrocyten wel is waar nog niet in staat tot 
agglutineren maar de adsorptie van de virusdeeltjes verloopt zo snel, dat dit 
aspect vrijwel te verwaarlozen is. 
Op deze processen is de kinetische vergelijking (7) van toepassing voor die ge-
deelten van de vloeistofkolom waar de totale concentratie van de erythrocyten 
nog niet teveel verminderd is. Het is dus te verwachten dat juist nabij het eind-
punt van een hemagglutininetitratie volgens de sedimentatiemethode de mate 
van agglutinatie beoordeeld mag worden met (7). In suspensies behorend bij 
de staart van de sedimentatiecurve is het systeem meer verdund dan in het begin. 
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Daarom zal (7) niet onveranderd geldig zijn gedurende het gehele sedimentatie-
proces. Grootheden, die tot nu toe zijn opgevat als constanten, zoals E en Vo, 
zullen geleidelijk steeds kleiner worden. 
Het karakter van de sedimentatiecurven is bij vorige onderzoekingen nooit ge-
heel tot uitdrukking gekomen. Levine e.m. (1953), Drescher (1957) en Kohn en 
Danon(i965) hebben wel volledige sedimentatiecurven gepubliceerd, doch uit-
sluitend van experimenten met een overmaat hemagglutinerend virus. Daar-
door lag bij deze auteurs een sterke nadruk op de steile daling van de extinctie 
in het begin van deze curven. 
Het gebruik maken van volledige sedimentatiecurven verdient de voorkeur 
boven benadering van een gedeelte van een curve door een rechte lijn. De relatie 
tussen de helling van een dergelijke lijn en de virusconcentratie was bij Kohn en 
Danon (1965) precies omgekeerd aan de relatie bij Drescher (1957) en Tyrrell 
en Valentine (1957). Deze tegenstelling is veroorzaakt doordat deze auteurs 
met verschillende gedeelten van sedimentatiecurven hebben gewerkt. De 'abso-
lute bepaling' van hemagglutinerende deeltjes door Levine e.m. (1953) berustte 
op de aanname van een front van dimeren van erythrocyten bij het sedimentatie-
proces. Wij lieten hierboven zien, dat dit front niet kan bestaan. Dit is de voor-
naamste oorzaak van de afwijkende resultaten van de 'absolute bepaling' 
(Levine e.m. 1953, Horsfall 1954). Tyrrell en Valentine (1957) wezen ook al op 
onjuistheden in de beschouwing van Levine e.m. (1953). 
De sedimentatiemethode volgens Drescher (1957) is bijzonder nauwkeurig en 
geregeld met succes toegepast (bijv. Drescher e.m. 1962, Tischer 1959 a, b). 
Desalniettemin zijn niet al Drescher's uitgangspunten correct. Hij nam aan, dat 
alle aggregaten even snel sedimenteren, wanneer een overmaat virus aanwezig 
is. Hierboven hebben wij laten zien, dat dit nooit het geval kan zijn. (Een maxi-
mum grootte van de aggregaten is wel aannemelijk, omdat de polymeren en de 
resterende monomeren steeds verder van elkaar verwijderd zullen raken naar-
mate de polymeren groter worden.) Een analyse van Drescher's beschouwing 
leert dat hij 80 minuten na aanvang van een sedimentatieproef met 0.1 % ery-
throcyten precies dezelfde extinctie heeft gevonden in een buis met overmaat 
virus als in de controlebuis zonder virus. Verder blijken zijn conclusies over de 
situatie na 200 min sedimentatietijd onvoldoende gefundeerd, omdat zij be-
rusten op een proef, die niet langer dan 120 minuten geduurd heeft. Wij hebben 
niet nagegaan hoe de onjuiste uitgangspunten de goede bruikbaarheid van de 
methode kunnen toestaan. 
Het omslaggebied in de hemagglutininetitratie 
In hemagglutininetitraties zijn soms grotere omslaggebieden te zien, dan die 
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uit tabel 3 (bijvoorbeeld bij Chanock en Sabin 1953). Dit berust volgens ons op 
relatief instabiele bindingen tussen het virus en de erythrocyten. Ook ingezakte 
patronen wijzen hierop. Als deze bindingen weer dissociëren, zullen de patro-
nen minder knooppunten overhouden. Iets dergelijks ziet men ook bij de titratie 
van influenzavirus bij kamertemperatuur in putjes met relatief veel virus. Dit 
berust kennelijk op neuraminidaseactiviteit. Wanneer deze verschijnselen op-
treden, moet men ermee rekening houden, dat het aantal hemagglutinerende 
deeltjes wordt onderschat. 
Voorkomen van dimeren en trimeren van erythrocyten bij de waarnemingen over 
de onderlinge afstoting 
Het voorkomen van dimeren en trimeren van erythrocyten in het controle pre-
paraat is geheel verklaarbaar uit statistische overwegingen, als gegeven door 
Armitage (1949) en in een model onderzocht door Lorenz en Zoeth (1966). In 
ons geval kan als volgt berekend worden hoeveel dimeren of trimeren van over-
lappende erythrocyten te verwachten zijn op grond van het toeval. 
We stellen ons een erythrocyt voor door een platte cirkel met straal г = 5.6 χ 
ю
- 4
 cm (Prankerd 1961). Het voor deze erythrocyt verwachte aantal overlap­
pingen is gelijk aan het aantal erythrocyten waarvan te verwachten is, dat het 
midden zich bevindt in een zuiltje vloeistof boven deze erythrocyt met een straal 
2Γ en als hoogte 0.015 cm, de dikte van de dekglaasjes (zie materiaal en metho­
den). Omdat de oorspronkelijke 0.5% erythrocytensuspensie in totaal 30 χ ver­
dund wordt, zijn er π χ (2 χ5.6 χ ιο~4)2χθ.οΐ5χ4.3χ ιο7/3θ= 0.085 andere 
erythrocyten te verwachten in dit zuiltje vloeistof. De kans dat een willekeurige 
erythrocyt geen deel uitmaakt van een overlappingscombinatie is volgens Pois­
son e
_ o o e 5
= 0.918. Als zich N erythrocyten bevinden in het microscoopkamer­
tje, zullen derhalve 0.082 χ N erythrocyten een overlapping met een of meer 
andere erythrocyten vertonen. 
Het zal dus duidelijk zijn dat het niet moeilijk was om in ons controle-preparaat 
overlappingen te vinden. Fazekas de St. Groth (1949) geeft aan, dat minder dan 
5% van de erythrocyten elkaar raakte in een preparaat zonder virus in een 
vergelijkbare opstelling. 
De sedimentatiesnelheid van de kippeërythrocyten 
De gevonden sedimentatiesnelheden zijn precies omgekeerd evenredig met de 
viscositeit van de vloeistof (Hodgman i960, I.e. 2196) bij de toegepaste tempe-
raturen. Dit is te verwachten wanneer de wet van Stokes (Stauff i960, I.e. 61) 
zou gelden. 
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Hoeveelheid virus in een hemagglutinatiepatroon 
Een erythrocyt kan ongeveer 5400 à 7000 influenzavjrusdeeltjes dragen (Buzzell 
en Hanig 1958, Fazekas de St. Groth 1962). Bij het eindpunt van de hemag-
glutininetitraties is slechts ongeveer 1 virusdeeltje aanwezig per erythrocyt. In 
de testputjes met onverdunde oorspronkelijke influenzavirussuspensie waren 
echter 250 tot 2500 virusdeeltjes per erythrocyt aanwezig. Onder deze omstan-
digheden kunnen weliswaar de erythrocyten nog niet verzadigd geweest zijn, 
maar wel zodanig met virus beladen, dat de kans op geslaagde adsorptie bij 
ontmoeting van een virusdeeltje en een erythrocyt merkbaar zou verminderen 
tijdens het verloop van de hemagglutinatiereactie. Hierdoor zouden de titers 
in de bovenstaande vloeistoffen van de onverdunde virussuspensies relatief 
hoog kunnen zijn en de schattingen voor de fractie virus in het patroon derhalve 
te laag. De relatief grote hoeveelheid virus in het testputje bevordert het ont-
staan van aggregaten van erythrocyten die sneller zullen sedimenteren, waar-
door de vrije virusdeeltjes minder tijd hebben om geadsorbeerd te raken, het-
geen eveneens leidt tot een te lage schatting voor de fractie virus in het patroon. 
Als de test bij kamertemperatuur wordt uitgevoerd, komt hier nog bij, dat het 
neuraminidase van de vele virusdeeltjes een aanzienlijke fractie van de recep-
toren op de erythrocyten zal afbreken tijdens het verloop van de hemaggluti-
natiereactie, waardoor de schatting voor de fractie virus in het patroon nog 
lager zal uitvallen. Bij 40 is de neuraminidaseactiviteit gering, zodat dan deze 
extra verlaging niet zal optreden. Inderdaad is in tabel 7 te zien dat in elk van de 
proeven 1 t/m 4 de schatting voor de fractie virus in het patroon bij kamertem-
peratuur lager uitkomt dan bij 40. In de proeven 5 t/m 7 bleek dit echter juist 
omgekeerd te zijn (tabel 8). Uit deze tabel komt bovendien naar voren, dat de 
verdunde influenzavirussuspensies in alle gevallen lagere schattingen gaven 
voor de fractie virus in het patroon dan de onverdunde virussuspensies uit 
dezelfde proef bij overeenkomstige temperatuur, terwijl de beschouwing over 
de verzadiging van de erythrocyten het omgekeerde doet verwachten. Wel in 
overeenstemming met deze verwachting zijn de verschillen tussen de 1 ¡4 en de 
1:16 verdunde suspensie. 
Beide waarnemingen in tabel 8, die in tegenspraak zijn met de verwachtingen, 
kunnen als volgt verklaard worden. In normale allantoïsvloeistof van kippe-
embryonen komt een remmer van de hemagglutinatie voor (Svedmyr 1947, 
1948 a, Hardy en Horsfall 1948), die waarschijnlijk identiek is met deeltjes, die 
worden afgestoten door de allantoïscellen (Hoyle 1954) en derhalve dezelfde 
receptoren als de allantoïscellen zouden kunnen dragen. Het neuraminidase 
van het influenzavirus kan ook deze receptoren afbreken (Svedmyr 1948b). 
Tijdens het kweken van influenzavirus in de allantoïs van kippeëmbryonen komt 
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er steeds meer influenzavirus in de allantoïsvloeistof. Er verschijnen ook steeds 
meer remmerdeeltjes. Hoewel de remmerdeeltjes geleidelijk steeds intensiever 
worden geïnactiveerd door het zich vermeerderende virus, blijft er toch na 
48 uur, en waarschijnlijk ook na 64 uur nog een bepaald, niet zeer hoog, peil 
van remmeractiviteit aanwezig in de allantoïsholte (Svedmyr 1948a). De virus-
suspensies, die gebruikt zijn in de proeven 1 t/m 4, zijn respectievelijk 1 etmaal, 
enige uren, 2 etmalen en enkele uren bewaard in de koelkast bij 40. Uit de proe-
ven van Hirst (1942) blijkt, dat ook bij 4° het influenzavirus kan elueren na 
verloop van uren. Het is dus te verwachten, dat het virusneuraminidase bij 40 
langzamerhand de remmerdeeltjes zal inactiveren. De virussuspensies, die ge-
bruikt zijn in de proeven 5 t/m 7, waren echter in bevroren toestand bewaard 
en eerst direct voor de uitvoering van de test ontdooid. Men mag dus aannemen 
dat in deze suspensies meer actieve remmerdeeltjes aanwezig geweest zullen 
zijn. 
De waarnemingen in tabel 8, die in tegenspraak zijn met de verwachtingen, 
willen wij nu als volgt verklaren. Influenzavirusdeeltjes in de onverdunde en in 
de 1:4 en 1:16 verdunde suspensies van de proeven 5 t/m 7 zijn gebonden aan 
remmerdeeltjes. Tengevolge hiervan is de kans, dat een ontmoeting van deze 
virusdeeltjes met een erythrocyt tot adsorptie zal leiden, verminderd. De rem-
merdeeltjes worden bij kamertemperatuur veel sneller door het virusneura-
minidase geïnactiveerd dan bij 4°. Hierdoor is de schatting voor de fractie virus 
in het patroon bij 4° in op één na alle gevallen lager dan die bij 24° à 26o. De 
verdunde virussuspensies geven lagere schattingen dan de onverdunde virus-
suspensie wegens de geringere activiteit van het neuraminidase. De bepaling 
van de fractie virus in het patroon in de proeven 1 t/m 4 (tabel 7) was vermoe-
delijk minder gestoord door de aanwezigheid van remmerdeeltjes dan de bepa-
ling in de proeven 5 t/m 7 (tabel 8). Uit de proeven 5 t/m 7 blijkt, dat een bepa-
ling met een onverdund viruspreparaat gestoord kan zijn door oververzadiging 
van de erythrocyten met virus. Wij verwachten dus, dat de fractie virus in het 
patroon bij kamertemperatuur groter dan 0.81 zal zijn en bij 40 groter dan 0.85. 
Dit zijn de grootste waarden uit de tabellen 7 en 8, met uitzondering van de 
minder fraaie waarneming ^ 0.91 in tabel 7. 
Men zou verwachten, dat de schatting van de totale hoeveelheid virus bij ka-
mertemperatuur en bij 40 tot hetzelfde resultaat leidt. De grootheid titeTzi-ze/ 
titer4 zou gelijk aan 1 moeten zijn voor de totale hoeveelheid virus. Dit bleek 
noch in tabel 7 noch in tabel 8 het geval te zijn, maar in tabel 7 het best te wor-
den benaderd. Voor de oorspronkelijke virussuspensie kan dus het best de 
waarde uit tabel 7: titer24-26/titer4 = 0.76, gebruikt worden. Deze grootheid 
willen wij hieronder toepassen. 
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SCHATTING VAN DE CONSTANTEN UIT DE KINETISCHE THEORIE 
AAN DE HAND VAN EIGEN EXPERIMENTEN EN LITERATUURGEGEVENS 
Thans zullen wij laten zien hoe de kinetische theorie de hemagglutinatiereactie 
beschrijft en hoe uit de kinetische theorie en het stochastisch model voor het 
hemagglutinatiepatroon afgeleid kan worden welke concentratie hemagglu-
tinerende deeltjes overeenkomt met de hemagglutinerende eenheid (HAE). 
Hiertoe is het nodig de concentratie van de erythrocyten E, de ware sedimenta-
tietijd tse van de erythrocyten en de snelheidsconstanten kve, kv en kee te ken-
nen. Deze snelheidsconstanten beschrijven achtereenvolgens de adsorptie van 
een vrij virusdeeltje aan een erythrocyt, de elutie van een virusdeeltje van een 
erythrocyt en de adsorptie van een aan één erythrocyt gehecht virusdeeltje aan 
een tweede erythrocyt. Bij het schatten van de constante kee zal ook de factor f 
ter sprake komen, die de toename van de effectieve concentraties in het reactie-
mengsel bij de patroonvorming beschrijft. Het beeld dat de theorie verschaft 
kan tenslotte duidelijk maken hoe de gevoeligheid van de gebruikelijke hemag-
glutininetitraties verhoogd kan worden. 
Concentratie van de erythrocyten E 
Op blz. 33 hebben wij gevonden, dat onze 0.5% suspensies gemiddeld 4.3 χ io 7 
erythrocyten per ml bevatten. In het reactiemengsel is deze suspensie verdund 
met een gelijk volume virussuspensie, zodat wij E = 2.15 x1ο7 erythrocyten 
per ml moeten nemen. 
Hieronder zullen wij gebruik maken van resultaten van Hirst (1942), die gewerkt 
heeft met een 3% suspensie. Op blz. 34 hebben wij aannemelijk gemaakt, dat 
de bepaling van de hematocriet door Hirst (1942) moet leiden tot een gehalte 
aan erythrocyten gelijk aan 80% van het gehalte volgens onze bepaling van de 
hematocriet. Ook door Hirst (1942) werd de erythrocytensuspensie met een 
gelijk volume virussuspensie verdund, zodat wij bij de beschouwing van zijn 
resultaten het best E = ι.οχ io 8 erythrocyten per ml kunnen nemen. 
Sedimentatietijd van de erythrocyten t
se 
Op blz. 34 hebben wij laten zien, dat het bij 23o 38 min duurt voordat erythro­
cyten de weg van meniscus tot bodem afgelegd hebben in het putje van de pers-
pexplaat waarin de patroontest werd uitgevoerd. Bij 4° bleek hiervoor een tijd 
van 64 min nodig te zijn. 
Adsorptieconstante k
ve 
De constante kve, die de adsorptie van vrije virusdeeltjes aan erythrocyten be-
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schrijft, hebben wij geschat uit resultaten van Hirst (1942) met behulp van ver­
gelijking (6). Als de adsorptie begint, dragen de erythrocyten nog geen virus­
deeltjes. Dan kunnen nog geen virusdeeltjes van de erythrocyten elueren, zodat 
in het begin bij benadering kv = o genomen kan worden. Met de hierboven 
vermelde waarde voor E vonden wij uit de gegevens van Hirst (1942), verkregen 
bij 23o, dat kve = 1.1 χ ю - 8 de per erythrocyt per minuut geadsorbeerde fractie 
virus moet zijn. 
De beschrijving van Lanni en Lanni (1952) leert, dat de adsorptieconstante 
evenredig moet zijn met de absolute temperatuur gedeeld door de viscositeit 
van de vloeistof. Met behulp van de viscositeitswaarden volgens Hodgman 
(i960) I.e. 2196 vonden wij uit bovengenoemde waarde voor kve bij 23°, dat bij 
4° kve = б . о х і о - 9 , bij 25 o kVe = 1.1 x i o - 8 en bij 27 е kve = I.2X ю - 8 . 
Elutieconstante k
v 
Ook de elutieconstante hebben wij geschat uit resultaten van Hirst (1942) met 
behulp van vergelijking (6). Zolang het virusneuraminidase nog niet zoveel 
receptoren van de erythrocyten heeft afgebroken, dat de adsorptiesnelheid be­
gint te verminderen, zal zich een evenwicht instellen tussen vrij en geadsorbeerd 
virus. Als dit evenwicht zich heeft ingesteld is t relatief groot, zodat (6) bena­
derd kan worden door 
i- V k v / 4 
hm — = . (20) 
t-» Vo kveE + kv 
In (20) is E bekend. De waarde van het linkerlid hebben wij afgeleid uit gege­
vens, door Hirst (1942) verkregen bij 27 е. Met de hierboven gevonden waarde 
van kVe bij 27o vonden wij, dat bij deze temperatuur kv = 0.016 de fractie ge­
adsorbeerd virus moet zijn, die per minuut elueert. Uit de gegevens, die Hirst 
(1942) bij 4 0 vond, leidden wij analoog af, dat bij 4 е к
у
 = 0.004. 
Omdat Hirst's gegevens over het evenwicht tussen vrij en geadsorbeerd virus 
bij 4 0 en 27o onderling zo weinig verschillen, hebben wij aangenomen, dat zijn 
gegevens, gevonden bij 27 o, ook gelden bij 23 o. Met de boven vermelde waarde 
van kVe bij 23 o vonden wij, dat bij deze laatste temperatuur к ν = 0.015 z o u 
moeten zijn. 
Adsorptieconstante к ее 
De constante k
e
e beschrijft de adsorptie van een aan één erythrocyt gehecht 
virusdeeltje aan een andere erythrocyt. Deze constante konden wij slechts in-
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direct een waarde toekennen. Hiertoe hebben wij eerst de grootheid keef ge­
schat op grond van het in eigen experimenten gevonden resultaat, vermeld in 
tabel 7, dat titer24-26/titer4 = 0.76 voor de oorspronkelijke virussuspensie. 
In de patroontest is de hemagglutininetiter gebaseerd op de vorming van het 
patroon door middel van verbindingen vormende virusdeeltjes. De concen­
traties van de verbindingen vormende virusdeeltjes bij 24c-260 en bij 4 0 zullen 
zich daarom verhouden als de titers bij deze temperaturen, zodat wij mogen 
stellen dat 
( ь)24-2б/( ь)4 = 0.76. (21) 
De grootheden ь zijn beide bepaald door (15). Omdat de hemagglutinatie-
reactie in de patroontest zo snel verloopt, kan volstaan worden met 
,. Vb keef E /Ves , Vbs\ ,
 ч 
l i m - = — + — > ( " ) 
t — Vo keef E + 2kv\Vo Vo / 
V8\ VB 
waarin de vorm tussen haakjes gelijk is aan I 1 en — op zijn beurt kan 
v 0 ' v0 
worden berekend uit (13). De constanten in (13) zijn bekend bij 25o en bij 40. 
In (13) en (22) is de erythrocytenconcentratie E = 2.15 χ io7, omdat de hema-
tocriet in het reactiemengsel 0.25 % was. De berekening leert dat 
Ves Vbe 
1 = 0.85 
Vo Vo 
bij 25o en ook bij 40. Indien wij (22) invullen in (21), dan komen in het linkerlid 
de constanten kee en kv voor met hun waarde bij 25 o en tevens met hun waarde 
bij 4°. Hierboven maakten wij reeds gebruik van het feit dat de adsorptiecon-
stante evenredig moet zijn met de absolute temperatuur en omgekeerd even­
redig met de viscositeit (Lanni en Lanni 1952). Met behulp van de viscositeits-
waarden van Hodgman (i960) I.e. 2196 kan worden berekend, dat (kec)4 = 
0.53 χ (kee)25. Hierin duiden de subscripten weer de temperatuur aan, waarbij 
de adsorptieconstante de bedoelde waarde heeft. De constante kv is bekend bij 
25o en 4°, zodat (kee^s * f als enige onbekende overblijft: bij 25o is keef = 
1.5 x1o - 9, bij 4 0 is keef = S x i o - 1 0 de per erythrocyt per minuut aan een 
tweede erythrocyt geadsorbeerde fractie van de aan slechts één erythrocyt 
tegelijk geadsorbeerde virusdeeltjes ( χ f). Hierbij is aangenomen, dat f niet af­
hankelijk is van de temperatuur. 
De resultaten van ons experiment over de directe vergelijking van de hemag-
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glutininetitraties volgens de patroontest en volgens de sedimentatiemethode, 
vervat in fig. io, stellen ons in staat afzonderlijke schattingen voor kee en f te 
vinden, nu wij aan keef een waarde hebben toegekend. Hiervoor is het nodig 
een benadering toe te passen. Enerzijds beschrijven wij de hemagglutinatie-
reactie tijdens het sedimenteren door vergelijking (7), die geldt voor een homo­
geen reactiemengsel. Omdat bij 23o na ruim 60 min de evenwichtstoestand is 
bereikt kan (7) vereenvoudigd worden tot 
,. Vb kvekeeE 2 
u r n — = . (23) 
t->» Vo (kveE + kv) (kceE + 2kv) 
Anderzijds gebruiken wij de staarten van de sedimentatiecurven in fig. 10 als 
maatstaf voor de fractie erythrocyten, die in de evenwichtstoestand niet geag-
glutineerd zijn. Dit zijn de erythrocyten, die geen verbinding vormende virus­
deeltjes dragen. Bij de ontwikkeling van het stochastische model voor hemag-
glutinatiepatronen hebben wij laten zien, dat het gaat om de verdeling van halve 
virusdeeltjes over de erythrocyten. Als er ь/Е verbindingen vormende virus­
deeltjes per erythrocyt zijn, moeten wij 2 ь/Е halve virusdeeltjes per erythrocyt 
hebben. De fractie niet geagglutineerde erythrocyten moet dan volgens Poisson 
e-2Vb/E zijn. 
Als Vo bekend is, kan (23) door een willekeurige keuze van kee een waarde van 
Vb leveren. Het gaat erom kee zodanig te kiezen, dat de berekende fractie vrije 
erythrocyten overeenstemt met de ligging van de sedimentatiecurven in fig. 10. 
De waarde van Vo kan afgeleid worden uit de bij het experiment behorende 
hemagglutininetitratie met de patroontest bij 40, waarvoor niet (23) maar (22) 
van toepassing is. Het stochastisch model leerde, dat bij het 50% eindpunt 
Vb = 1.1 E, terwijl de definitie van de HAE leert, dat 1 HAE = 2Vo, zodat 
keefE + 2kv I 
I H A E = 2Vo = 2.2E χ χ (24) 
keefE Ves Vbs 
Vo Vo 
virusdeeltjes per ml. De laatste factor van het rechterlid van (24) wordt weer 
gevonden uit (13) (zie de opmerking onder (22)). Als we gebruik maken van de 
constanten voor 4 0 en van E = 2.15 χ io 7 geeft (24) aan, dat het aantal virus­
deeltjes per ml in het reactiemengsel \o = i HAE = 4.0 χ io 7 geweest moet zijn. 
Hieruit volgt dat de drie mengsels van de sedimentatieproef in fig. 10 4.0 χ io7, 
1.3χ ίο 8 en 40χ ιοβ virusdeeltjes per ml bevat moeten hebben. 
De drie waarden voor Vo hebben wij ingevuld in (23). Vervolgens hebben wij 
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een aantal verschillende waarden voor kee genomen. Elke waarde van kee le­
verde zo 3 waarden voor ь op, die werden ingevuld in de formule е~2 ь/Е. Hier 
door ontstonden telkens drie theoretische waarden voor de fractie niet geagglu-
tineerde erythrocyten. Deze drie waarden behoren dus elk bij een van de drie 
sedimentatiecurven uit fig. io voor een mengsel van i, Jiooi io HAE influen-
zavirus met een gelijk volume 0.5% erythrocytensuspensie. Door bij de staart 
van de curven in fig. 10 de hoogte ten opzichte van de asymptoot te delen door 
de hoogte boven de asymptoot van de controlecurve hebben wij 1.1, 0.68 en 
0.41 gevonden als proefondervindelijke waarden voor de drie fracties niet ge-
agglutineerde erythrocyten. Deze procedure leverde als beste waarde op kee = 
4 x1ο - 1 1 (bij 25o). De theoretische waarden voor de drie fracties niet geagglu-
tineerde erythrocyten werden dan 0.91, 0.73 en 0.38. De eerder gevonden waar­
den voor keef leiden verder tot f = 40 en tot kee = 2 χ ю - 1 1 bij 4°. 
De gevonden waarden voor de constanten zijn nog eens samengevat in tabel 9. 
TABEL 9. De snelheidsconstanten uit de kinetische theorie van de hemagglutinatie. 
constante 
kve 
kv 
keef 
f 
koe 
waarde van 
4° 
6.0 X IO"» 
0.004 
8 χ ю - 1 0 
2 X IO" 1 1 
de constar 
23° 
I.I X 10" 
0.015 
_ 
-
ite bij 
- β 
40 
temperatuur in 
25° 
ι.ι χ ю
-
" 
0.015 
1.5 χ i o - 9 
4 X IO" 1 1 
graden С 
27° 
1.2 X IO-" 
0.016 
_ 
-
eenheden 
fractie virusd. 
per ery per min 
fractie virusd. 
per min 
fractie virusd. 
per ery per min 
fractie virusd. 
per ery per min 
Resultaten van de beschrijving van de hemagglutinatiereactie door kinetische 
theorie en stochastisch model 
De vergelijkingen (6, 7, 15 en 16) zijn verwerkt in het computerprogramma 
HAKINE gesteld in PL/I. Dit programma levert de waarden van v/vo en vu/vo 
in homogene suspensie, van het tijdstip ts waarop volgens onze benadering 
plotseling de overgang van een homogeen in een heterogeen systeem plaats 
heeft bij de hemagglutinatiereactie in de patroontest en van ь/
 0 in het hemag-
glutinatiepatroon. Deze waarden worden berekend voor reactietijden naar 
keuze, indien waarden zijn toegekend aan de hierboven behandelde constanten. 
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Er zijn berekeningen uitgevoerd met de waarden van de constanten, die gelden 
bij 25° en bij 40 en met E = 2.15 x1ο7. De op basis hiervan verkregen theo­
retische curven zijn weergegeven in fig. 16. De curve voor v/vo beschrijft de 
verdwijning van niet geadsorbeerde virusdeeltjes uit de suspensie. De curven 
tijd (minuten) 
240 
г1од . Д 0 
E«2,15x10 7 
E . 4,30x 107 
temp: 25 *C 
120 
-16 
tijd (minuten) 
180 240 
_ _ i 1 
E . 2,15x 107 
E . 4.30K IO7 
temp. 4 ' С 
Figuur 16. Theoretische beschrijving van de hemagglulinatiereactie in een homogeen systeem 
en in de patroontest. 
De lijnen zijn berekend met het programma HAKINE op basis van de vergelijkingen (6, 7, 15 
en 16). Voor de constanten zijn de in tabel 9 vermelde waarden gekozen. Het gedrag, berekend 
voor de dubbele concentratie erythrocyten, is ook weergegeven. 
SO 
voor Vb/vo beschrijven het tot stand komen van de hemagglutinatie in een ho­
mogeen systeem en in een hemagglutinatiepatroon. Deze laatste curve ont­
spruit op het tijdstip ts uit de curve voor het homogene systeem. De ordinaat is 
ingedeeld in logarithmen met het grondtal 2, omdat bij hemagglutininetitraties 
meestal verdunningsreeksen met stappen ι : 2 worden gebruikt. De concentraties 
zijn gegeven als verhoudingen tot de oorspronkelijke virusconcentratie Vo, zodat 
de curven in beginsel gelden voor alle beginconcentraties. 
De berekeningen zijn herhaald met E = 4.3 χ io7. De hierdoor verkregen cur­
ven zijn ook weergegeven in fig. 16 om de invloed van verdubbeling van de con­
centratie van de erythrocyten te demonstreren. 
De theoretische curven in fig. 16 laten duidelijk het verwachte verschil in gevoe­
ligheid zien tussen sedimentatiemethode en patroontest. Zij laten verder zien, 
dat bij 4 0 een groter fractie virusdeeltjes geadsorbeerd zal worden dan bij 25 o 
en dat bij 4 0 een groter fractie virus verbindingen tussen erythrocyten zal gaan 
vormen dan bij 25e. Zij doen tenslotte verwachten, dat door vergroting van de 
concentratie van de erythrocyten alle reacties sneller zullen verlopen en alle 
evenwichten in de richting van meer adsorptie en agglutinatie verschoven zullen 
worden. De curven voor ь/ о in het patroon zijn afgebroken na 1.5 χ t3e mi­
nuten, omdat mag worden aangenomen, dat na die tijd alle erythrocyten hun 
definitieve plaats op de bodem gevonden zullen hebben. 
De HAE, de hemagglutinerende eenheid, hadden wij gedefinieerd als de hoeveel­
heid hemagglutinerend virus per ml, aanwezig in die verdunning van het virus-
preparaat welke juist 50% hemagglutinatie geeft in de patroontest, als er een 
gelijk volume 0.5% kippeërythrocyten aan wordt toegevoegd. Vergelijking (24) 
stelt ons in staat die hoeveelheid agglutinerend virus per ml uit te rekenen, 
indien de constanten uit de kinetische theorie bekend zijn. Hierboven maakten 
wij reeds gebruik van deze mogelijkheid. Wanneer 1 — vs/v0 in de plaats van 
Ves/vo + Vbs/vo gesteld wordt en wanneer vs/vo wordt weergegeven door (13), 
dan ontstaat een vergelijking waarin uitsluitend direct bepaalde constanten 
voorkomen. Omdat de e-macht in (13) in de praktijk niet van nul te onderschei-
den is, kan aan deze vergelijking de vorm 
„
 A „ _ keefE + 2kv (kveE + kv)2tSe ,
 ч 
ι H A E = 2Vo = 2.2E κ x (25) 
keefE kveE{ (kveE -f kv)tae — I} 
gegeven worden. Formule (25) geldt voor elke wijze van uitvoering van de pa­
troontest, mits voor elk geval de juiste waarden van de constanten bekend zijn. 
In ons geval blijkt, dat 1 HAE bij 4° 8.0 χ io 7 en bij 25e 1.1 χ io 8 virusdeeltjes 
per ml bevat, en dat bij 4 0 1.9 virusdeeltjes per erythrocyt in het mengsel nodig 
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zijn om uiteindelijk 50% hemagglutinatie te verkrijgen, bij 25o 2.4 deeltjes. 
Wanneer men het hierboven in formule (25) ontwikkelde systeem gebruikt, 
verkrijgt men steeds het aantal hemagglutinerende deeltjes per ml als resul-
taat van een patroontest. Wanneer men dit systeem niet wil toepassen en de 
concentratie wil uitdrukken in HAE, is het mogelijk de gevoeligheid van de 
patroontest te beïnvloeden. Formule (25) toont aan dat de patroontest gevoe-
liger wordt, indien de tweede en derde factor van het rechterlid van (25) ver-
kleind worden. Dit kan in de praktijk bereikt worden door te werken bij 40 
in plaats van 25 e, door verhoging van de erythrocytenconcentratie, of door in 
dezelfde putjes te werken met een groter volume, zodat tse groter wordt. 
De sedimentatiemethode wordt gevoeliger indien in (7) de factor buiten haken 
en de absolute waarde van de exponenten worden vergroot. Dit kan op dezelfde 
wijze worden bereikt als bij de patroontest. Het werken met een groter volume 
heeft alleen zin, wanneer daardoor de afstand tussen meniscus en het hart van 
de lichtbundel groter wordt, zodat de hemagglutinatiereactie langer kan voort-
gaan alvorens het front van erythrocyten de lichtbundel passeert. 
Deze mogelijkheden tot beïnvloeding van de gevoeligheid van hemagglutinine-
titraties zijn ten dele eveneens af te lezen uit de theoretische curven in fig. 16. 
DISCUSSIE OVER DE RESULTATEN VAN DE KINETISCHE THEORIE EN HET 
STOCHASTISCHE MODEL 
De oplossing van het stelsel van differentiaalvergelijkingen 
Bij de oplossing van de karakteristieke vergelijking van vergelijking (4) is een 
benadering toegepast, omschreven op blz. 7. Indien deze benadering niet wordt 
gebruikt, kan toch een oplossing gevonden worden. Wanneer de door ons in 
tabel 9 vermelde waarden voor de constanten hierin worden ingevuld, dan 
vindt men goed met de empirisch gevonden waarden overeenstemmende getallen 
voor de grootheden, die ten grondslag waren gelegd aan de berekening van 
bedoelde constanten. 
Schatting van de constanten uit de kinetische theorie 
De schatting van de constante kve berustte op gegevens van Hirst (1942), die 
hij verkreeg met influenzavirus type B, stam LEE. Wij zijn van mening, dat de 
adsorptie van influenzavirus A M EL en В LEE aan kippeërythrocyten onge-
veer even snel verlopen moet, omdat de deeltjesgrootte van beide stammen wei-
nig verschilt en omdat de erythrocyten voor beide stammen ongeveer evenveel 
receptoren bezitten (Stone 1947). 
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Lanni en Lanni (1952) hebben dezelfde methode gevolgd als wij. Zij kwamen 
tot een 20 % hogere schatting voor kve dan wij, omdat zij het aantal erythrocyten 
per ml in Hirst's (1942) experiment een andere waarde hebben toegekend dan 
wij. Sagik e.m. (1954) deden zelf experimenten over de adsorptie van influenza-
virus aan erythrocyten. Zij deden waarnemingen bij temperaturen van 0 0 tot 
37° en vonden in al deze gevallen kve = 6.6 χ i o - 9 . Deze waarde komt goed 
overeen met onze schatting voor kve bij 40. Wij kunnen niet nagaan waarom 
Sagik e.m. (1954) bij alle temperaturen van 0 0 tot 37o dezelfde waarde voor к
У
е 
vonden, omdat zij onvoldoende details hebben gepubliceerd. De resultaten van 
Hirst (1942) laten wel een verschil zien tussen de adsorptie bij 4° en bij 27o. 
De gegevens van Hirst (1942), waarop wij onze schatting van de constante к
у 
hebben gebaseerd, waren verkregen met influenzavirus type A, stam PR8. De 
neuraminidaseactiviteit van deze stam verschilt vermoedelijk niet veel van die 
van de stam M EL. De toepassing van de limiet voor t-юо in (20) is volgens de 
uitkomsten van onze theorie in fig. 16 toelaatbaar. Bateman e.m. (1955a) heb­
ben eenzelfde experiment uitgevoerd als Hirst (1942). Zij berekenden op grond 
hiervan een waarde voor к
у
 die ongeveer 20 χ groter is als door ons gevonden 
werd. In feite was dat een gemiddelde dissociatieconstante. Bateman e.m. 
(1955a) gingen er namelijk van uit dat het adsorptie-elutieproces pas is afgelo­
pen, wanneer alle receptoren zijn afgebroken en de concentratie van het vrije 
virus op de oorspronkelijke waarde is teruggekeerd. De constante van Bateman 
e.m. beschrijft de dissociatiesnelheid van het eenmaal gevormde complex van 
actieve receptor en virusdeeltje, waarbij een inactieve receptor en een actief 
virusdeeltje overblijven. Naar onze mening speelt deze dissociatiesnelheid - die 
betrekking heeft op de dissociatie van virusdeeltje en receptor - geen wezenlijke 
rol: het gaat om de snelheid waarmee het virusdeeltje vrijkomt van de erythro-
cyt. Deze laatste snelheid is kleiner in het begin van het adsorptie-elutieproces, 
omdat een virusdeeltje dat vrijkomt van de ene receptor gemakkelijk gevangen 
kan worden door een naburige receptor op dezelfde erythrocyt. Later zijn de 
meeste receptoren afgebroken door het neuraminidase van het virus en zijn er 
minder receptoren beschikbaar voor een vrijkomend virusdeeltje. Bateman e.m. 
hebben een waarde voor kve afgeleid uit hun schatting voor к
у
. Hun waarde 
voor kve was 1^ χ groter dan onze schatting. De situatie nabij het eindpunt van 
een hemagglutininetitratie wordt beter beschreven door onze schattingen. 
De afleiding van de constante kee maakt gebruik van de sedimentatietijd tae. 
Deze is gebonden aan de hoogte van de vloeistofkolom bij de uitvoering van de 
patroontest. De toepassing van de limiet voor t->oo in (22) en (23) is volgens 
de uitkomsten van onze theorie in fig. 16 zeker toelaatbaar bij 25 е. Bij 4 0 is (22) 
een minder goede benadering, omdat in fig. 16 de waarde voor VD/VQ in het pa­
troon de asymptoot niet bereikt voor het moment waarop de erythrocyten alle 
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hun definitieve positie bereikt kunnen hebben. Als het mogelijk geweest was de 
asymptoot te bereiken bij 40, dan zou in (21) een waarde kleiner dan 0.76 ge-
vonden zijn voor het quotiënt en dan zou de berekening een kleinere waarde 
voor kee hebben opgeleverd. In de discussie over de experimenten is gesteld 
dat (7) niet onveranderd zou gelden gedurende het gehele sedimentatieproces. 
Omdat het evenwicht redelijk benaderd is binnen de periode dat (7) nog wel 
onveranderd geldig kan zijn, mag de situatie in de suspensies, behorend bij de 
staart van de sedimentatiecurven, beschouwd worden als een afspiegeling van 
dat evenwicht. Tijdens de afleiding bleek de theorie aan te geven, dat 
Vea Vbs 
1 = 0.85 
Vo Vo 
bij 25o en ook bij 40. Het linkerlid komt overeen met de fractie virus in het pa-
troon. Onze experimentele resultaten in de tabellen 7 en 8 gaven aan, dat deze 
fractie bij kamertemperatuur groter dan 0.81 en bij 40 groter dan 0.85 moet zijn. 
De overeenstemming tussen theorie en experiment is goed. De juistheid van het 
zoeken naar de beste waarde van kee aan de hand van de fracties niet geagglu-
tineerde erythrocyten wordt bevestigd doordat het mogelijk bleek een drietal 
theoretische fracties te vinden, die behoorlijk overeenstemden met de in werke-
lijkheid gevonden fracties. Een van de gevonden fracties was groter dan 1. Dit 
moet veroorzaakt zijn door een beperkte nauwkeurigheid van de sedimentatie-
proef. 
Bij de uiteenzetting van de kinetische theorie gaven wij reeds aan dat kee kleiner 
moet zijn dan kve. De gegevens van Lanni en Lanni (1952) doen verwachten 
dat kve/kee ongeveer overeen moet komen met de verhouding van de diameters 
van erythrocyt en virusdeeltjes. Deze diameters bedragen ii.2p(Prankerd 1961) 
en 80 nm, zodat de verhouding ongeveer 11.2/0.08 = 140 moet zijn. De bere-
kende waarden van kve en kee hebben 300 als quotiënt. De beperkte nauwkeu-
righeid van de berekeningen in aanmerking genomen is dit een behoorlijke 
overeenstemming. 
In de reactiemengsels hadden wij een hematocriet van 0.25%. Door een mengsel 
te centrifugeren zou men de erythrocyten dus 400 y kunnen concentreren. De 
maximumwaarde van onze factor f was dus f = 400. In de praktijk vonden wij 
f = 40. De erythrocyten sedimenteren slechts onder invloed van de zwaarte-
kracht. Zij komen slechts geleidelijk onderin het putje terecht. De theorie maakt 
echter gebruik van een plotselinge overgang van de homogene in de heterogene 
toestand in het reactiemengsel. Daardoor zal de waarde van de factor f een 
gemiddelde worden over deze periode van geleidelijke overgang. Wij achten 
daarom de waarde f = 40 zeer aanvaardbaar. 
De theorie voor de hemagglutinatiereactie is van toepassing op alle hemag-
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glutinerende systemen, waarin een deeltje twee erythrocyten kan verbinden. 
Voor elk systeem gelden echter eigen snelheidsconstanten. De waarnemingen, 
dat de reactiviteit van erythrocyten van verschillende kippen onderling verschilt 
en dat bijvoorbeeld bofvirus en influenzavirus type С minder efficiënt hemag-
glutineren (Isaacs 1957), wijzen op andere waarden voor de constanten. Draad-
vormige influenzavirusdeeltjes kunnen mogelijk zo efficiënt agglutineren in de 
patroontest (Donald en Isaacs 1954a), doordat deze deeltjes verschillende 
receptoren van een erythrocyt tegelijkertijd kunnen bezetten en doordat op deze 
wijze de kans op elutie sterk wordt verkleind. 
De hemagglutinerende eenheid 
Het 50% eindpunt van hemagglutininetitraties wordt voornamelijk bepaald 
door het aantal hemagglutinerende deeltjes per erythrocyt. Dit aspect is zelden 
benadrukt. Het komt tot uitdrukking in de artikelen van Salk (1944) en van 
Levine e.m. (1954). Halvering van de concentratie van de erythrocyten gaf ver-
dubbeling van de titer in de patroontest (Salk 1944). Wanneer wij spreken over 
verhoging van de gevoeligheid van de hemagglutininetitratie doelen wij niet 
op dit aspect, maar op de mogelijkheid om een hoger percentage virusdeeltjes 
bijdragen te laten leveren tot de agglutinatie. 
De hemagglutinerende eenheid is op tal van verschillende wijzen gedefinieerd 
in de literatuur. Onze definitie is gebaseerd op de overwegingen, dat eerst een 
verdunningsreeks van het te titreren viruspreparaat wordt gemaakt waarna elke 
verdunning eenzelfde nabewerking ondergaat, en dat de titer afhankelijk is van 
de erythrocytenconcentratie, zodat de hemagglutinerende eenheid een concen-
tratie en geen hoeveelheid moet zijn. Duidelijke definities zijn gegeven door 
Donald en Isaacs (1954a), Tyrrell en Valentine (1957) en Fazekas de St. Groth 
en Webster (1966). Het feit, dat deze auteurs de hoeveelheid virus, die aanwezig 
is in 0.25 ml en die voldoende is voor 50% hemagglutinatie, als eenheid kozen, 
wijst erop, dat zij de eenheid niet opvatten als een concentratie. De definitie 
van Tyrrell en Valentine (1957) lijkt fraai geformuleerd: 'one HA unit gives 
partial agglutination with an equal volume of 1 % (v/v) hen red cells'. Deze 
auteurs bedoelden hiermee naar onze mening echter geen willekeurig volume 
maar alleen een volume van 0.25 ml. Zij moeten het titratie eindpunt met 4 
vermenigvuldigd hebben om Ή Α units per ml' te verkrijgen. De beste definitie 
vonden wij bij Levine e.m. (1953), die inderdaad gebaseerd is op de concentratie 
van de virusdeeltjes. Wanneer wij zelf spreken van een virussuspensie met een 
titer van a HAE, bedoelen wij dat de concentratie van die suspensie a χ zo 
groot is als de eenheid van concentratie. Salk (1944), Henle en Henle (1949), 
Cairns en Edney (1952), Von Magnus (1951a), Donald en Isaacs (1954) en 
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Fazekas de St. Groth en Graham (1954) hebben de hemagglutinerende eenheid 
niet of onvoldoende gedefinieerd. Bij het overzien van de werkwijzen van al 
deze auteurs valt het op hoe voorzichtig men zal moeten zijn bij onderlinge 
vergelijkingen van hemagglutininetiters. 
Analyse van enige experimenten uit de literatuur 
De HAE die door Levine e.m. (1953) is aangegeven, is gebaseerd op de eind-
concentratie van het virus in het reactiemengsel en bevat dus de helft van de 
concentratie, die door (25) is aangegeven. 
Levine en medewerkers werkten met E = 7.2 χ io 6 erythrocyten per ml. Hun 
reactiemengsel had een volume van 1 ml. De sedimentatietijd moet in hun proe­
ven dus langer geweest zijn dan in onze patroontest. Kiest men t8e = 50 min, 
dan komt men tot de conclusie dat in de door hen gedefinieerde HAE 4.3 χ io 7 
hemagglutinerende deeltjes (per ml) aanwezig zijn. Dezelfde virussuspensie, die 
zij getitreerd hadden volgens de patroontest, werd door hen getitreerd met be­
hulp van een sedimentatieproef. Er werd ook een infectiviteitstitratie in eieren 
gedaan. Uit de sedimentatiecurve leidden Levine e.m. (1953) een schatting van 
het aantal hemagglutinerende deeltjes af, die 150 χ lager was dan onze schatting 
op basis van hun patroontest. Zij vonden een aantal infectieuze deeltjes, dat 
410 χ lager was dan onze schatting hierboven bedoeld. De onjuistheid van de 
afleiding door Levine e.m. (1953) hebben wij reeds behandeld bij de discussie 
over onze eigen experimenten. Horsfall (1954) deed proeven, die vergelijkbaar 
waren met die van Levine e.m. (1953). Hij was van mening dat hij influenza-
viruspreparaten bezat, waarin elk hemagglutinerend deeltje ook infectieus was. 
Onze analyse toont aan, dat de fout in de interpretatie van de sedimentatiecurve 
juist het verschil in aantal tussen infectieuze en hemagglutinerende deeltjes 
gecompenseerd kan hebben. 
Tyrrell en Valentine (1957) voerden van vijf typen influenzavirus naast elkaar 
een sedimentatieproef, een patroontest en een electronenmicroscopische telling 
uit. Deze telling berustte op adsorptie van de virusdeeltjes aan membranen van 
kippeërythrocyten, gevolgd door waarnemen van de membranen in het elec-
tronenmicroscoop. Hierboven gaven wij reeds aan, dat de HAE, die zij toe-
pasten voor hun patroontest, vermoedelijk betrekking had op 0.25 ml. Als wij 
E = 2.5 χ io 7 en t8e = 38 stellen, dan blijkt met behulp van onze methode, dat 
de HAE van Tyrrell en Valentine (1957) 2.8 χ io 7 virusdeeltjes bevat moet heb­
ben. Vergelijking van de uitkomsten van de patroontest en de electronenmi­
croscopische tellingen gemiddeld over de vijf typen influenzavirus, brengt ons 
tot de conclusie, dat zij ongeveer 1 van elke 1.7 hemagglutinerende deeltjes 
hebben geteld in het electronenmicroscoop. Dit is voor onze theorie een zeer 
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aanvaardbaar resultaat, omdat niet verwacht mag worden, dat de telling in het 
electronenmicroscoop 100% efficiënt is. Tyrrell en Valentine (1957) hebben 
voorts uit de sedimentatiecurve een schatting afgeleid voor het aantal hemag-
glutinerende deeltjes, die slechts 13 χ lager was dan onze schatting op basis van 
hun patroontest. Het grote verschil in gevoeligheid tussen de uitkomsten van 
de sedimentatieproef van Tyrrell en Valentine (1957) en die van Levine e.m. 
(1953) wordt veroorzaakt door een verschil in de beoordeling van de sedimen­
tatiecurven. 
Bij de bovengenoemde berekeningen hebben wij de bij 25° behorende waarden 
van de snelheidsconstanten toegepast. 
De bevinding van Fazekas de St. Groth en Cairns (1952) dat naar schatting 
slechts 7.7 virusdeeltjes per 100 erythrocyten verbindingen vormen tussen tel­
kens twee erythrocyten is nu ook behoorlijk te verklaren. Deze onderzoekers 
0.275 
gebruikten een volume van 0.275 m l · I n (25) ' s dan tse = χ 38 = 21 min 
0.5 
en E = 6.4 χ io 7 erythrocyten per ml; 1 HAE is nu de helft van de door (25) 
gegeven concentratie, dus 1.0*1 o 8 deeltjes per ml. Deze concentratie virus­
deeltjes reageerde gedurende 30 min met de bovengenoemde concentratie ery­
throcyten, die zodanig met KJO4 waren voorbehandeld, dat het virus niet meer 
kon elueren. Deze reactie wordt beschreven door (7) met kv = o en de overige 
snelheidsconstanten als voor 25 o. Uit de berekening blijkt dat na het stoppen 
van de reactie het aantal halve virusdeeltjes per erythrocyt gemiddeld 0.22 
bedragen moet hebben. Volgens het stochastisch model is er dan een fractie 
vrije erythrocyten e - 0 · 2 2 = 0.80. Volgens onze gegevens zouden dus bij de proe­
ven van Fazekas de St. Groth en Cairns (1952) 20% van de erythrocyten als 
dimeren of trimeren aanwezig geweest moeten zijn. De auteurs vermeldden, 
dat dit met 15.42% van de erythrocyten het geval was. Voor het verschil tussen 
theorie en waarneming hebben Levine e.m. (1953) een verklaring gegeven. Zij 
hebben er op gewezen, dat bij de bewerkingen, die volgen op de eigenlijke 
reactie, een aantal van de gevormde dimeren zou kunnen worden verbroken. 
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HOOFDSTUK II 
DE REMMER VAN DE HEMAGGLUTINATIE IN NORMALE 
ALLANTOÏSVLOEISTOF EN ZIJN INVLOED OP DE 
TITRATIE VAN INFLUENZAVIRUS 
INLEIDING 
Beveridge en Lind (1946) zagen, dat normale allantoïsvloeistof van kippe-
embryonen de hemagglutinatie van bofvirus kan remmen. Deze activiteit is 
uitvoerig onderzocht door Svedmyr (1947, 1948a, b, 1949a, b, c,) en Hardy en 
Horsfall (1948) en zetelt waarschijnlijk in deeltjes, die worden afgestoten door 
de allantoïscellen (Hoyle 1954, Hoyle e.m. 1962). Hoewel influenza virus de 
remmerdeeltjes kan inactiveren door zijn neuraminidase, kan hun activiteit 
toch aangetoond worden in suspensies van dit virus in allantoïsvloeistof (Sved-
myr 1948a, Liu en Henle 1951). Als aan een geconcentreerde influenzavirus-
suspensie een geconcentreerde suspensie van remmerdeeltjes wordt toegevoegd, 
ontstaat een macroscopisch waarneembaar precipitaat, dat reeds bij tempera-
turen onder 30° in de loop van een paar minuten voor het oog weer is opgelost 
(Svedmyr 1948a, Hoyle e.m. 1962). Dit verschijnsel suggereert de mogelijkheid, 
dat de aanwezigheid van deze hemagglutinatieremmende deeltjes in een influ-
enzaviruspreparaat de vorming van virusaggregaten ten gevolge zal hebben. 
Het bestaan van deze mogelijkheid is bevestigd door Lipkind en Zakstelskaya 
(1964) en Raikhrud e.m. (1967). Zij lieten zien hoe een uitzonderlijke stam 
influenza A2 virus, die goed kon elueren van erythrocyten, slechts uiterst lang-
zaam kon elueren van de remmerdeeltjes, zelfs bij de optimum temperatuur 37°; 
de hemagglutininetiter werd 4 à 6 maal hoger in de loop van 5 dagen. Meer 
steun voor de bovengenoemde veronderstelling is gegeven door Kanarek en 
Tribe (1967). Zij zagen dat de hemagglutinine-en infectiviteitstiters iets meer 
stegen dan verwacht was door concentreren van een influenzavirussuspensie in 
allantoïsvloeistof met polyethyleenglycol. De extra-stijging trad niet op bij 
concentreren van een virussuspensie, die uit een celcultuur was verkregen. 
Uit het werk van Tischer (1959b) blijkt, dat bij PH4.5 en pHio.5 de hemagglu-
tininetiter van influenzavirus een minimum vertoont. De pH-afhankelijkheid 
van de hemagglutinatie is voor viruspreparaten met hemagglutinatie-remmend 
materiaal anders dan voor preparaten, waarin dit materiaal geïnactiveerd is 
door beperkte bestraling met ultraviolet licht. Tischer (1959a) toonde boven-
dien aan, dat de hemagglutininetiter van haar viruspreparaten ongeveer ver-
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dubbeld werd door optimale bestraling en zelfs vervijfvoudigd door behan-
deling met KJO4. Ook deze bevindingen wijzen op het bestaan van virusaggre-
gaten tengevolge van hemagglutinatieremmers. 
Uit een onderzoek van Miller (1944) bleek dat de activiteit van het hemagglu-
tinine van influenzavirus snel terugliep bij pH 3, 4 of 5 en slechts zeer langzaam 
bij pH 7. Daarentegen verminderde de activiteit niet bij pH 10; integendeel, de 
hemagglutininetiter was na een verblijf bij pH 10 gedurende 30 dagen nog hoger 
dan aan het begin van de proef. Dit zou volgens ons verklaard kunnen worden 
doordat splitsing van aggregaten bij deze pH-waarden overweegt boven ver-
mindering van het hemagglutinerend vermogen. Deze verklaring impliceert een 
verschil in eigenschappen tussen de receptoren van erythrocyt en remmerdeeltje. 
Uit het onderzoek van Lipkind en Zakstelskaya (1964) blijkt dat er een dergelijk 
verschil bestaat. Het is uitermate waarschijnlijk dat de hemagglutinatierem-
mende deeltjes in de allantoïsvloeistof van kippeëmbryonen ook invloed uit-
oefenen op infectiviteitstitraties van influenzavirus in de allantoïs van kippe-
ëmbryonen. Zo is er aangetoond dat de infectiviteitstiter van influenzavirus 
daalt door verblijf bij з б ^ з у 0 in de allantoïsvloeistof (Horsfall 1954, Paucker 
en Henle 1955). Deze invloed zou versterkt worden, indien de remmerdeeltjes 
de adsorptie van het virus aan de allantoïscellen zouden vertragen. 
In dit hoofdstuk beschrijven wij een door ons ontwikkelde methode om aggre-
gaten van influenzavirus te splitsen onder volledig behoud van de infectiviteit 
van de individuele virusdeeltjes. De aggregaten werden gedissocieerd bij een 
pH 10.5. Verder hebben wij een onderzoek gedaan naar de inactivering van een 
influenzaviruspreparaat dat gezuiverd was door het virus eerst te laten adsor-
beren aan erythrocyten bij 40 en daarna te laten elueren bij 37 o (Francis en 
Salk 1942). 
MATERIAAL EN METHODEN 
Hemagglutininetitratie met de patroontest. Materiaal en methode waren de-
zelfde als die in het vorige hoofdstuk. 
Infectiviteitstitratie in de allantoïs van kippeëmbryonen. Deze is beschreven in 
het volgende hoofdstuk. De titers zijn berekend volgens Kärber (1931) als be-
handeld door Van der Waerden (1940) en uitgedrukt als voor het ei infectieuze 
eenheden per ml bij 50% eindpunt (EIDso/ml). 
Viruspreparaten. De in het vorige hoofdstuk genoemde stam MEL van influen-
zavirus type A is gebruikt. Een standaard virussuspensie in allantoïsvloeistof, 
preparaat A48, was bereid door 48h incuberen bij 36o à 37° van kippeëmbry-
onen, waarin 0.1 ml io~3 verdunde virussuspensie was geënt in de allantoïs-
holte. De verdunningsvloeistof was isotonische fosfaatbuffer pH 7 (zie bij de 
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oplossingen hieronder), voorzien van 100 eenh./ml. Na-penicilline G en 100 
μ§/πύ streptomycinesulfaat. Het preparaat A48 is in experiment nr. 2 onbe­
vroren gebruikt en in de experimenten nr. 1 en 3 na bewaren bij —500. Prepa­
raat A27 was bereid door 26 h of 28 h incuberen na inoculeren meto.i ml io~6 
verdunde virussuspensie in allantoïsvloeistof, die zelf bereid was door 20 h 
incuberen na eenzelfde inoculum. Preparaat A8 was een suspensie in allan-
toïsvloeistof, die na 8 h incuberen van kippeëmbryonen was geoogst. Deze 
kippeëmbryonen waren beent met 0.1 ml onverdunde standaard virussuspensie. 
De preparaten A ontvingen 100 eenheden /ml Na-penicilline G en 100 Hg/ml 
streptomycinesulfaat na het oogsten. Het preparaat F was een suspensie in 
fysiologisch zout (9.0 g/L NaCl), die was verkregen door 60 ml standaardvirus-
suspensie 15 min te mengen met 20 ml 5% kippeërythrocyten in fysiologisch 
zout bij 40, de met virus beladen erythrocyten tweemaal te wassen met 12 ml 
fysiologisch zout bij 40 en tenslotte het virus te laten elueren in 12 ml fysiolo-
gisch zout gedurende 2 h in een waterbad van 37 o; het waterbad was voorzien 
van een magneetroerder. Op grond van een hemagglutininetitratie werd de 
concentratie van het preparaat F ingesteld op 1000 HAE. 
Oplossingen voor de ρ H-regulatie. Boraat pH I1.2 was 1.468 g N328407. 10H2O 
(borax), opgelost in ongeveer 50 ml gedemineraliseerd water, met NaOH op 
pH 11.2 gebracht, aangevuld tot 100 ml en 20 min geautoclaveerd bij 1200. 
Deze oplossing liep vrij snel terug in pH. Boraat ρ H 10.5 werd op dezelfde wijze 
bereid, waarbij de pH op 10.5 werd gebracht. Retourbuffer bestond uit 0.535 ß 
KH2PO4, 0.636 g NaH2P04. 1H2O en 0.609 g Na2HP04. 2H2O, opgelost tot 
100 ml en 20 min geautoclaveerd bij 120°. Fosfaat pH 7, identiek met isotonische 
fosfaatbuffer pH 7, was 5.35 g KH2PO4 en 14.29 g Na2HP04. 2H2O, opgelost 
tot 1 L en 20 min geautoclaveerd bij 1200. Fosfaat-boraat werd bereid door 
mengen van 1 deel boraat pH 11.2 met 2.16 delen retourbuffer. 
pH-regulatie. Door aan 1 deel virussuspensie in allantoïsvloeistof 2.16 delen 
boraat pH 11.2 toe te voegen werd de pH op ongeveer 10.5 gebracht. Door 
aan 1 deel van dit mengsel 2.16 delen retourbuffer toe te voegen werd de pH 
teruggebracht tot ongeveer 7. Ter controle werden de beide toegevoegde op-
oplossingen vervangen door fosfaat pH 7. De oorspronkelijke virussuspensie 
werd zo in totaal 1:10 verdund. Deze proeven werden steeds uitgevoerd bij 4°. 
Verdunningsreeksen bij pH 10.5. Eerst werd de pH van de virussuspensie op 
pH 10.5 gebracht zoals hierboven is aangegeven. Voor de hemagglutininetitratie 
werd op de gebruikelijke wijze een verdunningsreeks gemaakt, echter met bo-
raat pH 10.5 als verdunningsvloeistof. Vervolgens werd aan elk putje, dat 
0.25 ml verdund hemagglutinine bevatte, 0.54 ml retourbuffer toegevoegd. Na 
menging werd uit elk putje 0.25 ml overgebracht naar een leeg putje, waarna 
hieraan 0.25 ml 0.5% suspensie van kippeërythrocyten werd toegevoegd. Voor 
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de eititratie werd een reeks in stappen ι : ю gemaakt met behulp van boraat 
pH 10.5. Aan 0.9 ml van elke verdunning werd 1.95 ml retourbuffer toegevoegd 
en van deze mengsels werd op de gebruikelijke wijze 0.1 ml per ei ingespoten 
in de allantoïsholte. Ter vergelijking werd dezelfde virussuspensie eerst op 
pH 10.5 gebracht en vervolgens voorzien van retourbuffer. De verdunnings-
reeks werd 4 h later gemaakt met fosfaat-boraat als verdunningsvloeistof. Ter 
controle werd het viruspreparaat ineens 1:10 verdund met fosfaat pH 7, waarna 
op de gebruikelijke wijze de verdunningsreeksen voor hemagglutinine- en 
eititratie werden gemaakt, eenmaal direct en eenmaal 4 h later; fosfaat pH 7 
werd als verdunningsvloeistof gebruikt. De verkregen verdunningen uit de 
vergelijkings- en controlereeksen konden zonder verdere toevoeging van retour-
buffer erythrocyten ontvangen, dan wel ingespoten worden in de allantoïsholte 
van kippeëmbryonen. De extra-verdunning van de oorspronkelijke virussus-
pensie was steeds 1:10. Ook deze proeven werden uitgevoerd bij 4° met uit-
zondering van het beënten van de eieren. 
EXPERIMENTEN 
Toename van de hemagglutininetiter door behandeling met pH ¡0.5 
Het viruspreparaat werd op pH 10.5 gebracht en binnen 1 min daarna op pH 7. 
Ter controle werd hetzelfde viruspreparaat gedurende even lange tijd bij pH 7 
geplaatst. De aard van de gebruikte viruspreparaten en de resultaten zijn weer-
gegeven in fig. 17. De gevonden pH-waarden kwamen niet precies overeen met 
Figuur 17. De invloed van een verblijf gedurende minder dan 1 min in een boraatbuffer bij pH 10.5 
op de hemagglutininetiter van influenzaviruspreparaten. 
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de bedoelde waarden 10.5 en 7.0. De hemagglutininetiters zijn vermeld als loga-
rithmen bij het grondtal 10 ter wille van de vergelijkbaarheid met de infectivi-
teitstitraties. Het blijkt, dat de behandeling met boraat bij pH 10.5 geen titer-
verhoging geeft in preparaten A48, maar wel in preparaten A27. Het verschil 
tussen preparaten A48 en A27 is voornamelijk gelegen in de incubatietijden bij 
hun bereiding, respectievelijk 48 h en 26 h à 28 h. Tijdens de incubatie voor een 
preparaat A48 was meer neuraminidase langduriger aanwezig. 
De invloed van het tijdsverloop gedurende en na de behandeling met boraat pH /0.5 
In fig. 18 en 19 zijn de volledige resultaten van de experimenten 1 t/m 5 vermeld. 
In fig. 18 zijn de meetkundige gemiddelden van de waarnemingen uit de expe-
rimenten 1 t/m 3 weergegeven. De feitelijk waargenomen waarden van de pH 
zijn niet vermeld. Het blijkt, dat het hemagglutinine volkomen bestand is tegen 
een 48 h durend verblijf bij pHio.5 en mogelijk ook tegen een langer durend 
verblijf. Indien de hemagglutininetitratie niet direct na het terugbrengen van de 
pH naar 7, maar 1 dag later wordt uitgevoerd, vindt men een aanzienlijk lagere 
titer. Fig. 18 laat zien dat de titers ook bij direct titreren gemiddeld lager zijn 
log HAE na deze behandeling 
Figuur 18. De invloed van de duur van het verblijf in een boraatbuffer bij pH 10.5 en van de wacht-
tijd na het terugbrengen tot pH 7 op de hemagglutininetiter van standaardpreparaten influenza-
virus (A 48): gemiddelden van de experimenten 1, 2 en 3. 
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Figuur 19. De invloed van de duur van het verblijf in een boraatbuffer bij pH 10.5 en van de wacht­
tijd na het terugbrengen tot ρ H 7 op de hemagglutininetiter van een influenzaviruspreparaat A 27. 
dan in de controles. Dit is waarschijnlijk te wijten aan het feit, dat er snel 
aggregaten gevormd worden. Fig. 19 toont de uitkomsten van de experimenten 
4 en 5 met preparaat A27. In experiment 4 werd gebruik gemaakt van een pre­
paraat dat 3 dagen was bewaard bij 4°C, in experiment 5 van hetzelfde prepa­
raat na 17 dagen bewaren. Het blijkt dat de titers van viruspreparaten, die aan 
pH 10.5 zijn blootgesteld en vervolgens gedurende 1 dag bij pH 7 zijn bewaard, 
teruglopen. Deze titerdaling was sterk als het experiment werd gedaan na 
3 dagen verblijf van het viruspreparaat bij 4 0 en gering als het experiment na 
17 dagen bewaren werd gedaan. 
Een viruspreparaat, dat met boraat op pH 10.5 is gebracht, bevat boorzuur in 
gedissociëerde vorm. Als het preparaat vervolgens met retourbuffer op pH 7 
wordt gebracht, zal het boorzuur overgaan in de ongedissociëerde vorm. De 
daling van de titer tengevolge van het bewaren in deze toestand kan verklaard 
worden door de hypothese, dat het ongedissociëerde boorzuur complexen 
vormt (Karrer 1950) met koolhydraatgroepen van de virusdeeltjes en de rem-
merdeeltjes. Zo zouden aggregaten van virusdeeltjes kunnen ontstaan. 
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De stijging van de infectiviteitstiter door behandeling met boraat bij pH /0.5 
Wij hebben vervolgens een onderzoek gedaan naar de invloed van behandeling 
met boraat bij pH 10.5 op de infectiviteit van viruspreparaten. Om de vorming 
van boorzuurcomplexen te vermijden werden de verdunningsreeksen van de 
viruspreparaten gemaakt in boraat pH 10.5. Ter vergelijking werden ook he-
magglutininetitraties ingezet, eveneens met behulp van boraat pH 10.5 als 
verdunningsvloeistof. Wij hebben voor deze proeven 2 viruspreparaten gebruikt, 
A 27 en A 8. De uitkomsten van het onderzoek zijn weergegeven in fig. 20. 
Figuur 20. De invloed van een verblijf van minder dan 1 uur in een boraatbuffer bij pH 10.5 en van 
de wachttijd na het terugbrengen tot pH 7 op influenzaviruspreparaten: vergelijking van de infec-
tiviteits- en de hemagglutininetiter. 
Het blijkt dat zowel de hemagglutininetiters als de infectiviteitstiters stegen na 
behandeling met boraat 10.5. De stijging van de hemagglutininetiter zou kunnen 
berusten op dissociatie van aggregaten bij pH 10.5 of op inactivering van he-
magglutinatie-remmende deeltjes bij pH 10.5 of op beide processen. De waar-
neming dat ook de infectiviteitstiter steeg na behandeling met boraat pH 10.5, 
is een zeer duidelijke aanwijzing ten gunste van de eerste veronderstelling. Men 
mag daarom aannemen dat er in het viruspreparaat aggregaten van virusdeeltjes 
aanwezig waren die bij pH 10.5 dissocieerden. Ook bij deze experimenten wer-
den lagere hemagglutinine- en infectiviteitstiters gevonden nadat de preparaten 
na voorbehandeling met boraat pH 10.5 enige uren bij pH 7 waren geplaatst, 
vermoedelijk ook weer tengevolge van de vorming van boorzuurcomplexen. 
Tenslotte willen wij er nog de aandacht op vestigen dat de infectiviteitstiters 
na behandeling met boraat pH 10.5 iets minder sterk stegen dan de hemagglu-
tininetiters. Het is mogelijk dat de virusdeeltjes bij pH 10.5 sneller hun infec-
tiviteit verliezen dan bij pH 7. 
De invloed van zuivering op het verlies van infectiviteit bij 36° à 37° 
Wij hebben een vergelijkend onderzoek gedaan naar de inactivering bij 37e 
64 
van een gezuiverd en ongezuiverd viruspreparaat, resp. preparaat F en A 48. 
Het gezuiverde preparaat was bereid door virus (preparaat A48) bij 40 te laten 
adsorberen aan kippeërythrocyten en vervolgens het virus te laten elueren bij 
37 o. Het preparaat F werd zo verdund dat de hemagglutininetiter ongeveer 
even hoog was als die van preparaat A48. Twee preparaten F en zeven prepa-
raten A48 werden 7 dagen bij 36o à 37 o geplaatst. Hierna werden van ieder pre-
paraat twee porties onderzocht door middel van eititraties. De porties werden 
bij —50° bewaard voordat ze werden onderzocht. Bij de eititraties werden 6 eie-
ren per verdunning gebruikt. De resultaten zijn uitgedrukt door de logarithme 
van de hemaggl utinineti ter af te trekken van de logarithme van de infectiviteitstiter. 
De twee preparaten F gaven als resultaat resp. 4.78 en ^ 496, de zeven pre-
paraten A48 gemiddeld < 0.54 met standaarddeviatie 0.33 en als grootste waar-
de 1.02. 
De gezuiverde preparaten blijken ongeveer 21000 χ hogere infectiviteitstiters 
te tonen dan de ongezuiverde preparaten na 7 dagen verblijf bij 36o à 37o. In 
verschillende gevallen lag het omslaggebied van de eititraties ongunstig ten 
opzichte van de gebruikte verdunningen. Bovendien zijn de preparaten F tij-
dens de elutie gedurende 2h aan 37e blootgesteld. Om deze redenen kan het 
verschil in feite nog groter zijn. 
DISCUSSIE 
Het bestaan van virusaggregaten 
De methode, die werd toegepast voor de pH-regulatie, was gekozen om het 
steriel werken te bevorderen. Doordat niet alle allantoïsvloeistoffen dezelfde 
pH hebben (Fauconnier 1953, White en Fazekas St. Groth 1959, zie ook het 
volgende hoofdstuk), terwijl het gewenst was steeds met dezelfde volumever-
houdingen te werken, bereikte de pH veelal niet de gewenste waarden 10.5 of 7.0. 
Uit de waarneming dat na behandeling met boraat pH 10.5 zowel de hemag-
glutininetiter als de infectiviteitstiter stegen, kan worden afgeleid - zoals hier-
boven reeds is toegelicht - dat in de gebruikte viruspreparaten aggregaten van 
virusdeeltjes aanwezig zijn. Wij veronderstellen dat de aggregaten uit virus-
deeltjes bestaan die onderling verbonden zijn door remmerdeeltjes. Om deze 
hypothese te toetsen hebben wij pogingen gedaan virus- en remmerdeeltjes bij 
pH 10.5 te scheiden door middel van centrifugatie over verschillende dichtheids-
gradienten. 
Hierbij werden moeilijkheden ondervonden door grote dichtheidsverschillen 
tussen de virusdeeltjes en door het feit, dat een deel van de remmeractiviteit 
lichter bleek dan het virus, maar een ander deel zwaarder. Deze verschijnselen 
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kunnen verklaard worden door aan te nemen dat er in het preparaat incom-
plete virusdeeltjes (Von Magnus 1951b), remmerdeeltjes met geringe dichtheid 
die bestaan uit vloeistof bevattende gesloten membranen, en remmerdeeltjes 
met hoge dichtheid die bestaan uit membraanstukken zonder vloeistof, aan-
wezig zijn. Hierboven stelden wij reeds de hypothese, dat bij bewaren van een 
virussuspensie, die ongedissociëerde boorzuurmoleculen bevat, virusaggregaten 
zouden kunnen ontstaan. Dit kan de waargenomen titerdalingen verklaren. 
Uit fig. 19 blijkt, dat deze daling vermindert, wanneer het viruspreparaat voor 
de aanvang van het experiment langer bij 4° is bewaard. Wij menen, dat dit 
verklaard kan worden door langzame inactivering van remmerdeeltjes door 
het virusneuraminidase bij 40. Uit het onderzoek van Hirst (1942) blijkt dat 
influenzavirus bij 40 na verloop van enige uren merkbaar van erythrocyten 
begint te elueren. Onze verklaring houdt in, dat de boorzuurcomplexen vooral 
verbindingen tussen virusdeeltjes en remmerdeeltjes zouden vormen. Uit fi-
guur 18 blijkt, dat de titerdaling ten gevolge van bewaren bij pH 7 vermindert 
door een langer verblijf bij pH 10.5. Het werk van Tozawa e.m. (1967) doet bij 
pH 10.5 slechts zeer weinig activiteit van het neuraminidase verwachten. Het 
effect, te zien in fig. 18, kan daarom het best verklaard worden door aan te 
nemen, dat de remmerdeeltjes minder goed bestand zijn tegen pH 10.5 of tegen 
gedissociëerd boorzuur dan het hemagglutinine. 
De inactivering bij 36° à 37° 
Op grond van de waarneming van Svedmyr (1948a) en Hoyle e.m. (1962), dat 
een precipitaat van virus- en remmerdeeltjes reeds bij temperaturen onder 30o 
snel oplost, verwachten wij dat tijdens de elutiefase van de zuivering van influ-
enzavirus via erythrocyten de meeste eventueel aanwezige remmerdeeltjes door 
het neuraminidase geïnactiveerd zullen worden. De mate van inactivering is 
bepaald door de concentraties van virus- en remmerdeeltjes en van de erythro-
cyten, de duur van het elutieproces en de verhouding van het aantal receptoren 
op remmerdeeltjes tot het aantal receptoren op de erythrocyten. Zo is verklaar-
baar waarom Burke en Isaacs (1958) in een gezuiverd preparaat na 7 dagen 
verblijf bij 37 o soms evenveel inactivering zagen als in een ongezuiverd prepa-
raat, soms minder. 
Voor een suspensie van influenzavirus in allantoïsvloeistof vond Horsfall (1954) 
bij 35o een exponentiële afname van de infectiviteit met een halfwaarde-tijd van 
ongeveer 2.5 h gedurende de eerste 10 uren. Paucker en Henle (1955), die geen 
waarnemingen deden gedurende de eerste uren van het proces, zagen na ver-
loop van 2 tot 6 dagen een exponentiële afname met een halfwaardetijd van 
6.5 h. Zij wezen er echter op, dat de inactivering gedurende de eerste 24 of 
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48 uren sneller verliep dan daarna. Zelf vonden wij in ongezuiverde preparaten 
halfwaardetijden van de orde van 3 h gedurende de eerste 8 uren, doch na ver-
loop van 7 dagen zagen wij minder inactivering dan te verwachten was op 
grond van de bevindingen van Paucker en Henle (1955). Deze gegevens zijn 
onderling niet strijdig. Zij laten zien, dat bij deze temperatuur het verlies van 
de infectiviteit van influenzavirus in allantoïsvloeistof in het begin sneller ver-
loopt dan naderhand. Naar onze mening moet dit verschil in verband worden 
gebracht met de waarneming van Hoyle e.m. (1962) en Hoyle (1962), dat in 
een mengsel van geconcentreerde suspensies virus- en remmerdeeltjes reeds na 
enkele minuten de virusdeeltjes in de remmerdeeltjes blijken te zijn opgenomen 
om daar uiteen te vallen, waarbij de infectiviteit behouden blijft, de virusanti-
genen niet verloren gaan en de structuren, die de virusantigenen dragen, ge-
adsorbeerd kunnen worden aan erythrocyten als voorheen. Zij vonden geen 
ontleding van viruseiwitten, maar wel een structuursverandering van het lipo-
protéine van de virusmantel. Onze hypothese is nu, dat na adsorptie van een 
virus- aan een remmerdeeltje 1) het neuraminidase elutie kan bewerken onder 
inactivering van een of meer receptoren van het remmerdeeltje, 2) er geen ver-
andering optreedt, althans voorlopig, of 3) het virusdeeltje in het remmerdeeltje 
kan worden opgenomen, waarbij tenminste een deel van het hemagglutinine 
aan het oppervlak van het deeltje blijft; een dergelijk deeltje willen wij aandui-
den als 'gemengd deeltje'. Deze 'gemengde deeltjes' zouden een verhoogde kans 
hebben op verlies van infectiviteit bij 37°, zo deze al niet direct bij hun ontstaan 
de infectiviteit verloren hadden. Het verschijnsel, dat de inactivering bij 37e in 
het begin sneller verloopt dan naderhand, wordt volgens onze hypothese ver-
klaard, doordat in het begin de inactivering zowel via 'gemengde deeltjes' als 
direct in de virusdeeltjes zelf plaats heeft totdat alle remmerdeeltjes hetzij geïn-
activeerd, hetzij in 'gemengde deeltjes' overgegaan zijn, waardoor naderhand 
de inactivering van de overgebleven infectieuze virusdeeltjes alleen nog direct 
in de virusdeeltjes zelf plaats kan hebben. Ons gezuiverde preparaat (prepa-
raat F) bevatte waarschijnlijk zo goed als geen remmerdeeltjes, waardoor alleen 
directe inactivering mogelijk was, terwijl het ongezuiverde preparaat (prepa-
raat A48) voldoende remmerdeeltjes bevatte om de meeste virusdeeltjes op te 
nemen onder vorming van 'gemengde deeltjes'. Men dient zich af te vragen 
waarom bij de bereiding van het preparaat F uit het preparaat A48 niet een 
snelle inactivering optreedt tijdens de elutiefase. Het kan zijn, dat tijdens de 
adsorptiefase de meeste virusdeeltjes aan meer dan een erythrocyt tegelijk ge-
adsorbeerd raken, zodat het virus slechts weinig remmerdeeltjes een plaats kan 
bieden om zodoende in het eluaat terecht te komen. Het door ons gevonden 
verschil in inactiveringsgraad kan onvoldoende verklaard worden door het 
toe te schrijven aan een verschil in samenstelling van de electrolyt. Knight 
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(1944) vond juist dat fysiologisch zout niet geschikt is voor het behoud van de 
infectiviteit, zij het dan ook dat deze inactivering bij hem niet irreversibel was. 
Paucker en Henle (1955) zagen weliswaar, dat een suspensie van influenzavirus 
in allantoïsvloeistof, gedialyseerd tegen met fosfaat gebufferd fysiologisch zout, 
een verminderde inactiveringssnelheid toonde bij 37o, maar de vermindering is 
onvoldoende om onze waarneming te verklaren. Het is mogelijk, dat het uit-
eindelijk gevolg van de adsorptie van een virusdeeltje aan een remmerdeeltje 
afhangt van het feit, of het hemagglutinine dan wel het neuraminidase van het 
virus gehecht is aan een receptor van het remmerdeeltje. Deze gedachte berust 
op de beschrijving van Raikhrud e.m. (1967) van de interactie van uitzonderlijke 
influenza A2 virusstammen met remmerdeeltjes. 
De invloed van de remmerdeeltjes op het gedrag van influenzavirus in de allantoïs-
holte van kippeëmbryonen 
Remmerdeeltjes in de allantoïsvloeistof kunnen waarschijnlijk de volgende in-
vloeden uitoefenen op virusdeeltjesdiein deallantoïs zijn ingespoten. De virusdeel-
tjes kunnen zich hechten aan receptoren op allantoïscellen en op remmerdeeltjes. 
Na adsorptie van een virusdeeltje aan een allantoïscel is er grote kans op in-
fectie van de desbetreffende cel, doch dit is niet absoluut zeker gezien de resul-
taten van Ackermann e.m. (1955). Adsorptie van een virusdeeltje aan een rem-
merdeeltje sluit uiteindelijke infectie van een allantoïscel niet uit, maar verkleint 
de kans hierop aanmerkelijk, omdat (1) slechts een gedeelte van het virus-
oppervlak ter beschikking is gebleven voor hechting aan een andere receptor; 
(2) de tweede receptor waaraan het virus zich zou kunnen hechten, zowel op 
een allantoïscel als op een remmerdeeltje aanwezig kan zijn; en (3) het virus-
deeltje bloot staat aan warmteïnactivering, hetzij direct, hetzij via het ontstaan 
van een 'gemengd deeltje', zolang het geen cel heeft geïnfecteerd. 
De kans op een geslaagde infectie van een allantoïscel door een virusdeeltje 
wordt bepaald door de verhouding van het aantal receptoren op allantoïscellen 
en op remmerdeeltjes. Het lot van een individueel virusdeeltje zal op basis 
van deze kans bepaald zijn door het toeval. Zo is in te zien, waarom niet alle 
infectiviteit en hemagglutinine van influenzavirus geleidelijk verdwijnt uit de 
allantoïsvloeistof van het kippeëmbryo (Henle 1953). De vondst van Liu (1956), 
dat na injectie van radioactief gemerkt influenzavirus 16 tot 115 % van de infec-
tiviteit en 90 tot 100% van de radioactiviteit in de allantoïsvloeistof bleven, ter-
wijl het hemagglutinine noch in de vloeistof, noch in de chorioallantoïsmem-
braan was terug te vinden, past ook in het door ons ontworpen beeld, vooral 
als men bedenkt, dat Liu werkte met 14-daagse kippeëmbryonen, die volgens 
Fauconnier (1954) minder efficiënt het virus adsorberen of waarin het virus 
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zich minder efficiënt vermenigvuldigt en die meer hemagglutinatieremmers 
bevatten in de allantoïsvloeistof dan jongere embryonen (Svedmyr 1948a). 
Als onze opvattingen juist zijn, staan voor elk virusdeeltje verschillende moge-
lijkheden open: warmteïnactivering voordat een cel geïnfecteerd is, directe 
infectie van een cel en infectie van een cel nadat er eerst contact met een of met 
meer dan een remmerdeeltje is geweest. De laatste mogelijkheden bestaan uit 
meer dan een stap. De duur van elke stap kan voor elk individueel virusdeeltje 
anders zijn. De verhandeling van McQuarrie (1967) laat zien hoe de kinetiek 
van elke stap stochastisch beschouwd kan worden. Het gemiddelde gedrag in 
de tijd volgt de bekende wetten. De stochastische beschouwing maakt het mo-
gelijk ook de spreiding van het gedrag van de individuele deeltjes in het verloop 
van de tijd te beschrijven. Hoe minder virusdeeltjes men in de allantoïsholte 
brengt, des te sterker zal deze spreiding zich in de resultaten kunnen manifes-
teren. Als meerdere virusdeeltjes tegelijkertijd geïnjiceerd worden, zal er immers 
altijd wel een deeltje zijn, dat al zeer gauw een cel geïnfecteerd heeft. Inderdaad 
zag Cairns (1967) een vertraging van het op gang komen van de virusvermenig-
vuldiging na injectie van enkele virusdeeltjes in de allantoïsholte, in vergelijking 
tot de injectie van grote doses. Dit wordt gesteund door de mededeling van 
Hummeler, vermeld door Henle (1953), dat toevoegen van andere remmers van 
de hemagglutinatie aan de allantoïsvloeistof in het embryo een vertraging van 
1 tot 2 uur kan veroorzaken in de aanvang van het vermenigvuldigingsproces. 
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HOOFDSTUK ΠΙ 
INVLOED VAN STERVENDE KIPPEËMBRYONEN OP DE 
TITRATIE VAN INFLUENZAVIRUS IN DE ALLANTOÏS* 
INLEIDING 
Het komt voor dat een of meer van de kippeëmbryonen, die worden gebruikt 
voor een infectiviteitstitratie van influenzavirus, sterft in de periode tussen het 
inoculeren en het onderzoek naar de aanwezigheid van hemagglutinine in de 
allantoïsvloeistof. Voorzover wij weten, schonken alleen Fazekas de St. Groth 
(1955) en Dougherty (1964) aandacht aan de sterfte van embryonen tijdens 
eititraties van influenzavirus. Zij gaven geen analyse van de invloed hiervan op 
de titer. Bij andere onderzoekingen heeft men in zoverre aandacht aan dit pro-
bleem geschonken dat de uitkomsten van proeven in dode embryonen soms 
werden weggelaten, (bijv. Blumenthal e.m. 1950, Von Magnus 1951a). Wij 
hebben een onderzoek gedaan naar de invloed van de sterfte van kippeëmbryo-
nen op de titratie van influenzavirus in de allantoïs. Van de resultaten van de 
eititraties uit een periode van vier jaren, die voldoen aan bepaalde voorwaarden, 
geven wij thans een bewerking. Wij hebben kunnen aantonen dat de kans op 
sterfte verhoogd is in kippeëmbryonen waarin virusvermenigvuldiging optreedt 
en vermoedelijk ook in groepen kippeëmbryonen die voor de aanvang van de 
titratie reeds een verhoogde sterfte toonden. Op grond van deze gegevens trek-
ken wij de conclusie dat de uitslagen van proeven in embryonen, die gestorven 
zijn tijdens de incubatie van influenzavirus in eieren, behoren te worden weg-
gelaten bij de berekening van de infectiviteitstiter van influenzavirus. Wij heb-
ben geen systematisch onderzoek verricht naar de oorzaak van de sterfte. 
MATERIAAL EN METHODEN 
Influenzavirus. Er is alleen gewerkt met suspensies in allantoïsvloeistof van 
influenzavirus, type A, stam MEL (zie het eerste hoofdstuk). 
Kippeëieren. Deze waren afkomstig van witte leghorns en wel steeds van dezelfde 
groep dieren. Het was tweemaal nodig over te gaan op eieren van een andere 
groep dieren. Voor het gebruik werden de eieren 10 dagen in het laboratorium* 
* De meeste statistische bewerkingen in dit hoofdstuk zijn geïnspireerd op discussies met 
Drs. Ph. van Eiteren, Instituut voor Wiskundige Dienstverlening. 
* De dierenverzorgers van de afdeling Medische Microbiologie regelden het bebroeden van de 
eieren, die werden geleverd via het Centraal Dierenlaboratorium, Hoofd : Dr. M. J. Dobbelaar. 
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bebroed in een machine met kantelmechanisme (model C5 en C6, Reform, 
Zeddam, Holland) bij 39.5o en ongeveer 60% relatieve vochtigheid. 
Schouwen van de eieren. De eieren werden geschouwd met ultraviolet licht. 
Onbevruchte eieren en dode embryonen werden niet gebruikt. Een dood embryo 
werd in de eerste plaats herkend aan een gedegenereerd vaatstelsel van de cho-
rioallantoïsmembraan. De controle op spontane bewegingen van het embryo 
is in de routine niet practisch bruikbaar. Voor inoculeren van en oogsten uit de 
allantoïsholte werden twee plaatsen op de eischaal gemerkt, waar de chorio-
allantoïs geen bloedvaten toonden. 
Infectiviteitstitratie. Van de te titreren virussuspensie werd een verdunnings-
reeks gemaakt, als regel in stappen van 1:10, met isotonische fosfaatbuffer 
pH 7, bestaande uit 5.35 g KH2PO4 en 14.29 g NazHPCh. 2H2O per L gedemi-
neraliseerd water, 20 min geautoclaveerd bij 1200, waaraan voor het gebruik 
100 eenheden/ml Na-penicilline G en 100 μg/ml streptomycine sulfaat waren 
toegevoegd. Waar mogelijk werden de voorverdunningen in grotere stappen 
gemaakt. Voor elke handeling werd een nieuwe pipet genomen. De volumes 
vloeistof en de maten van de pipetten waren zo gekozen, dat een zo groot mo­
gelijk deel van de pipet werd benut zonder daarbij zijn punt te gebruiken. Direct 
voor de titratie werden de eieren geschouwd. In de allantoïsholte werd 0.1 ml 
van een virusverdunning gebracht. Per verdunning werden meestal 6 en soms 
4, 5 of 12 tot 17 eieren gebruikt. Na een verblijf van tenmiste 48 h in een niet 
bevochtigde broedkamer bij 36o à 37° werden de eieren opnieuw geschouwd. 
Dode eieren kregen een merk en werden mede geoogst. Het oogsten gebeurde 
direct, dan wel na het bewaren van de eieren bij 40, meestal niet langer dan een 
week, door met een pipet Pasteur een weinig allantoïsvloeistof af te nemen via 
een in de eischaal gefreesde opening. Van elk ei werd tenminste 1 druppel toe-
gevoegd aan 0.25 ml fysiologisch zout in een putje van een perspexplaat. De 
putjes, benevens een controleputje waaraan alleen fysiologisch zout was toe-
gevoegd, ontvingen 0.25 ml 0.5% suspensie van kippeërythrocyten in fysio-
logisch zout. Na een verblijf gedurende 2 h bij kamertemperatuur of een nacht 
bij 40 werd de hemagglutinatie beoordeeld (details over de hemagglutinatie zijn 
in het eerste hoofdstuk vermeld). De titer werd berekend volgens Kärber (1931) 
in de uitvoering van Van der Waerden (1940) en uitgedrukt als de logarithme 
van het aantal EID50 per ml. 
ANALYSE VAN DE ROL VAN DE STERVENDE EMBRYONEN 
De aanwezigheid van zich vermenigvuldigend virus als oorzaak van sterfte 
De uitslagen voor elk ei van alle eititraties, uitgevoerd in dejaren 1963 tot en 
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met 1966, uitgezonderd die waarbij afwijkende broedtemperaturen of incuba-
tietijden waren gebruikt of waarvan onvoldoende gegevens over het schouwen 
beschikbaar waren, zijn per titratie gerangschikt naar de gebruikte virusver-
dunning. In deze verzameling uitslagen zijn twee categorieën te onderscheiden: 
a) verdunningen met meer positieven dan negatieven onder de in leven gebleven 
embryonen en b) verdunningen met evenveel of minder positieven dan nega-
tieven onder de in leven gebleven embryonen. Positief en negatief slaan op het 
resultaat van de hemagglutinatiereactie die als indicatie is gebruikt voor virus-
vermenigvuldiging in het betrefiende embryo. Deze indeling is gemaakt op 
grond van de resultaten van uitsluitend de in leven gebleven embryonen om te 
voorkomen dat de mogelijke gevolgen van de sterfte de indeling zouden kunnen 
beïnvloeden. Indien binnen een titratie een verdunning uit de categorie b ge-
volgd werd door een hogere verdunning uit de categorie a, dan werden beide 
verdunningen tot de categorie a gerekend. Alle verdunningen uit de categorie a 
vertonen een fractie negatieven Ρ < 0.5, zodat volgens Poisson de eieren ge­
middeld over de virusverdunningen elk tenminste 0.69 infectieus virusdeeltje 
ontvangen moeten hebben. Aangezien Donald en Isaacs (1954) en Tyrrell en 
Valentine (1957) hebben aangetoond, dat nabij het 50% eindpunt van een ei-
titratie ongeveer 10 influenzadeeltjes per ei worden ingespoten, mogen wij ver­
wachten, dat practisch alle eieren uit de categorie a tenminste 1 infectieus virus­
deeltje ontvangen hadden. Van de eieren uit de categorie b kunnen sommige wel 
infectieus virus ontvangen hebben, de meeste moeten echter een inoculum zon­
der infectieus virus gekregen hebben. 
Van de geaccepteerde titratieresultaten werden vervolgens alleen de uitkomsten 
van die proeven bewerkt waarin in één of meer virusverdunningen tenminste 
1 dood embryo was gevonden. De per verdunning gerangschikte uitslagen zijn 
nu bovendien verdeeld in 1) uitslagen van verdunningen met tenminste 1 dood 
embryo en 2) uitslagen van verdunningen met uitsluitend levende embryonen. 
De uitkomsten zijn samengevat in tabel 10. Met de chi kwadraat-toets voor 
een 2 x2-tabel (Dixon en Massey (1957) I.e. 226), toegepast op de gegevens van 
TABEL 10. Het vóórkomen van dode kippeëmbryonen in relatie tot de dosis virus. 
verdunningen aantal verdunningen met onder levende embryonen 
met a. meer pos. dan neg. b. evenveel of minder pos. 
1. tenminste 1 dood embryo 371 221 592 
2. uitsluitend levende embryonen 830 956 1786 
totaal 1201 1177 2378 
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tabel io, vindt men een chi kwadraat-waarde 46.0; dit komt overeen met een 
overschrijdingskans ρ < o.oooi. Dit betekent dat het percentage verdunningen 
met 1 of meer dode embryonen in de categorie met meer positieven dan nega­
tieven onder de levende embryonen significant groter was dan het overeen­
komstige percentage voor de categorie met evenveel of meer negatieven dan 
positieven. De vermenigvuldiging van influenzavirus in de allantoïs moet dus 
de kans op sterfte van de embryonen verhogen. 
De gevoeligheid van stervende embryonen voor influenzavirus 
Om de gevoeligheid van stervende embryonen voor influenzavirus te vergelijken 
met die van niet-stervende embryonen hebben wij uitsluitend gebruik gemaakt 
van resultaten van proeven in embryonen, die allen een inoculum met infec-
tieuze virusdeeltjes ontvangen hebben. Daarom beperken wij ons tot de uit-
slagen van proeven met embryonen uit de categorie, die virusverdunningen 
hadden ontvangen, die onder de levende embryonen meer positieven dan nega-
tieven hadden opgeleverd, en binnen deze categorie tot uitslagen van verdun-
ningen met tenminste 1 dood embryo. 
De gezamenlijke resultaten van verdunningen met meer positieven dan nega-
tieven, waarin tenminste een dood embryo voorkwam, zijn gesplitst in resul-
taten van levende en van dode embryonen. De uitkomsten zijn weergegeven 
in tabel 11. Het percentage positieven van de levende embryonen was significant 
TABEL 11. Gevoeligheid van stervende kippeëmbryonen voor influenzavirus. 
aantallen embryonen in verdunningen met tenminste 1 dood embryo 
uitslagen —; . , levende dode totaal 
positieve 1732 285 2017 
negatieve 147 139 286 
totaal 1879 424 2303 
Alleen uitslagen uit verdunningen met meer positieven dan negatieven onder de levende 
embryonen. 
hoger dan dat van de dode embryonen (chi kwadraat-toets voor 2 χ 2-tabeI : 
ρ < 0.0001). Tijdens de incubatieperiode van een eititratie stervende kippe­
ëmbryonen hebben dus minder positieve uitslagen opgeleverd dan te verwachten 
was op grond van het toeval. Er is dus een aanwijzing, dat stervende embryonen 
minder gevoelig zijn voor influenzavirus dan de overige embryonen. Het be-
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zwaar van de in tabel 11 toegepaste methode is dat in de beschouwde verdun-
ningen verschillende doses virus voorkwamen. Om aan dit bezwaar tegemoet te 
komen hebben wij meer homogene groepen uitslagen geselecteerd uit de in 
eerste opzet geaccepteerde titratieresultaten. Deze groepen hebben wij gevon-
den in 8 titratiereeksen, die wij aanduiden met de letters A t/m H. Een titratie-
reeks bestaat uit een aantal eititraties van eenzelfde viruspreparaat, onder zo-
veel mogelijk gelijke omstandigheden uitgevoerd op verschillende tijdstippen. 
Zo bestond de titratiereeks A uit 11 eititraties, waarvan de resultaten zijn ver-
meld in tabel 12. De uitslagen zijn binnen elke titratiereeks gecombineerd per 
TABEL 12. Gevoeligheid van stervende kippeëmbryonen voor influenzavirus, beoordeeld aan 
de hand van de resultaten van titratiereeks A. 
exp. 
nr. 
I 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
IO 
II 
SOM 
levende 
dode 
alle 
eieren 
overschrij-
dingskans 
uitslagen (positieven/tota; 
dosis (log ml oorspronkclij 
—6 —7 —8 
_ 
-
-
-
-
-
-
-
13/13 
I I / I I 
15/15 
39/39 
2/2 
4I /4I 
I 
I I / I I 
13/13 
13/13 
13/13 
12/12 
10/11 
I I / I2 
12/13 
I I / I2 
13/13 
15/15 
134/138 
3/5 
137/143 
0.014 
9/11 
11/12 
11/12 
12/13 
10/13 
5/13 
11/13 
11/12 
12/13 
13/13 
15/15 
120/140 
3/5 
123/145 
0.165 
il) gerangschikt naar de 
ike virussuspensie per ei) 
—9 
5/13 
З/13 
9/13 
8/13 
5/13 
6/13 
7/1З 
З/13 
7/12 
9/13 
2/15 
64/144 
1/1 
65/145 
0.448 
— IO 
2/13 
0/13 
4/13 
1/13 
0/13 
0/13 
1/13 
I/I3 
2/13 
2/13 
0/15 
13/145 
0/0 
13/145 
-
— II 
0/12 
0/13 
0/13 
0/13 
0/12 
0/12 
0/12 
I/I3 
0/13 
0/13 
1/15 
2/141 
0/2 
2/І4З 
I 
gem. 
infectivite 
(log EID; 
uit de result 
levende a 
8.86 
8.65 
9.42 
9 1 2 
8.65 
8.26 
8.88 
8.72 
9.08 
9-35 
8.70 
8.88 
st. dev. 0.34 
- • 
— • 
8.88 
8.86 
itstiter 
50/ml) 
aten van 
Ile eieren 
8.88 
8.58 
9.42 
9.12 
8.65 
8.12 
8.88 
8.65 
9.12 
935 
8.70 
8.86 
0.38 
volgens de exacte toets 
voor 2 x 2-tabellen van 
Fisher (1958). 
De cijfers geven de resultaten van levende embryonen. 
Het aantal streepjes onder de cijfers geeft het resultaat van dode embryonen. 
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geïnoculeerde dosis virus door optelling; dit is in tabel 12 gedaan voor de titra-
tiereeks A. Hierbij is onderscheid gemaakt tussen levende en dode embryonen, 
zodat bij elke virusdosis een 2 χ 2-tabel ontstaat. Voor iedere virusverdunning 
- met uitzondering van de verdunning io~10, waarin geen dode eieren waren 
gevonden - is het verschil in frequentie van positieven tussen levende en dode 
eieren beoordeeld met behulp van de exacte toets van Fisher (1958). Er kan 
geen verschil aangetoond worden in het gedrag van stervende en in leven 
blijvende embryonen bij de doses —6 en —11. Bij de dosis —7 is hun gedrag 
significant verschillend: de stervende embryonen zijn minder gevoelig. 
De titratiereeksen В t/m Η hebben wij op dezelfde wijze bewerkt als de reeks 
A in tabel 12. Het totale aantal eieren per dosis was in de titratiereeksen В 
t/m Η respectievelijk gemiddeld 48, 32, 114, 91, 40, 51 en 171. Samen met de 
titratiereeks A leverden de reeksen В t/m Η 38 2 χ 2-tabellen op, die alle beoor­
deeld zijn met behulp van de exacte toets van Fisher (1958). In tabel 13 zijn de 
38 gevonden overschrijdingskansen gerangschikt naar opklimmende grootte. 
In 12 van de 38 gevallen bestaat een aanwijzing voor een verschil in het gedrag 
van levende en dode embryonen. Slechts 2 van deze 12 2 χ 2-tabellen geven een 
grotere gevoeligheid van dode embryonen aan, de overige 10 2 χ 2-tabellen een 
kleinere. Dit verschil is significant volgens de tekentoets (p = 0.04). Het aantal 
TABEL 13. Overzicht van de beoordeling van de gevoeligheid van stervende kippeëmbryonen 
voor influenzavirus aan de hand van de resultaten van de titratiereeksen A t/m H, bewerkt als 
in tabel 12. 
2 χ 2-tabellen 
aantal overschrijdingskans 
1 0.0041 
1 0.0078 
1 0.011 
1 0.014 
1 0.098 
1 0.16 
1 0.23 
1 0.25 
1 0.38 
1 0.45 
1 0.45 
1 0.82 
13 1 
13 1 
levende 
embryonen 
gesommeerd aantal embryonen 
— gevoeliger 
dan dode 
embryonen 
ja 
ja 
ja 
ja 
ja 
ja 
ja 
ja 
ja 
nee 
nee 
ja 
even gevoelig 
even gevoelig 
levende 
positief 
161 
46 
36 
134 
IIO 
120 
65 
24 
76 
88 
64 
88 
pos. > 
pos. < 
totaal 
193 
49 
37 
138 
121 
140 
93 
31 
122 
197 
144 
91 
neg. 
neg. 
dode 
positief 
1 
0 
I 
3 
0 
3 
1 
0 
0 
I 
I 
4 
— 
— 
totaal 
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gevallen waarin geen aanwijzing voor een verschil bestond was evenwel erg 
groot. De eerste 4 2 χ 2-tabelIen vertonen overschrijdingskansen kleiner dan 
o 02 Onder de nulhypothese bestaat in elk van de 2 χ 2-tabellen een kans 
o 025 op een significant resultaat met relatief meer positieve resultaten bij de 
levende embryonen dan bij de dode embryonen De kans op 4 of meer van 
dergelijke 2 χ 2-tabellen bij een totaal aantal van 38 is ρ = 0015, indien een 
binomiale verdeling wordt aangenomen. Het voorkomen van deze 4 2x2-
tabellen kan dus niet door het toeval verklaard worden Deze gegevens ver­
schaffen dus inderdaad steun aan de voorlopige conclusie uit tabel 11 
In tabel 12 hebben wij ook de infectiviteitstiters vermeld In de 11 titraties van 
titratiereeks A kwamen m totaal slechts 13 dode embryonen voor. Daarom is 
geen aantoonbaar verschil te verwachten tussen de titers berekend aan de hand 
van de resultaten van uitsluitend levende embryonen en de titers gebaseerd op 
de resultaten van alle eieren. Af en toe kan echter toch een iets groter verschil 
optreden Dit was het geval in experiment nr 6 in tabel 12. 
Fractie positieve eieren (1-P) 
i 
dosis log EID
s0/ei 
Figuur 21 Dosis-werkmgscurve voor de eititratie van mfluenzavirus vergelijking van de gevoe­
ligheid van dode embryonen met die van levende embryonen 
Van de titratiereeksen A t/m H is voor elke reeks de infectiviteitstiter volgens Karber (1931) 
en Van der Waerden (1940) berekend uit de resultaten, waargenomen bij levende embryonen. 
Voor elk groepje eieren, dat eenzelfde dosis ontvangen had, is nu de dosis bekend Het aantal 
levende embryonen, waarbij een positieve uitslag werd waargenomen, gedeeld door het totaal 
aantal levenden in dat groepje, is uitgezet tegen de dosis (open stippen) Als in een groepje 
eieren een of meer dode embryonen waren gevonden, is het aantal dode embryonen waarin 
een positief resultaat was gevonden, gedeeld door het totaal aantal doden m dat groepje, uit­
gezet tegen dezelfde dosis In de figuur zijn alleen de voortschrijdende gemiddelden (Thompson 
1947) van telkens 4 meetpunten van waarnemingen aan dode embryonen ingetekend (zwarte 
stippen). Getrokken lijn de standaard-normale verdelingsfunctie 
Tenslotte willen wij het verschil in gevoeligheid m een figuur (fig 21) illustreren. 
Voor elke titratiereeks is de mfectiviteitstiter berekend uit de gesommeerde uit­
slagen van proeven in levende embryonen. Voor elke dosis binnen een titratie-
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reeks is dan bekend hoeveel EID50 per ei geïnoculeerd waren. De aldus in 
fig. 21 weergegeven resultaten van proeven in levende embryonen sluiten aan-
een tot een vloeiende dosis-werkingscurve, met uitzondering van 2 of 3 meet-
punten. Dit betekent, dat de eieren zich behoorlijk vergelijkbaar gedragen 
moeten hebben. De resultaten van proeven in dode embryonen zijn niet inge-
tekend bij dezelfde doses, maar als voortschrijdende gemiddelden (Thompson 
1947). Dit was nodig, omdat anders vrijwel alle meetpunten of bij 1 — Ρ = o 
of bij 1 — Ρ = 1 gelegen zouden hebben. Voor de berekening van de voort­
schrijdende gemiddelden zijn de resultaten van proeven in dode embryonen alle 
gezamenlijk gerangschikt naar de berekende dosis. Van telkens 4 opeenvol­
gende resultaten werd het naar het aantal eieren gewogen gemiddelde van de 
fracties positieven uitgezet tegen het ongewogen gemiddelde van de doses. Het 
blijkt duidelijk, dat dode embryonen gemiddeld minder gevoelig zijn voor in-
fluenzavirussen dat dit voornamelijk tot uiting komt bij eieren, die 1 tot 200 
EID50 ontvangen hadden. Het verschil komt niet tot uiting bij eieren, die klei­
nere doses ontvangen hadden. 
De sterftekans van kippeëmbryonen als functie van de tijd 
Kippeëieren worden geleverd door groepen dieren, die onder verregaand ge-
lijke omstandigheden voortleven. Het is echter mogelijk, dat de sterftekans van 
de kippeëmbryonen merkbaar varieert in het verloop van weken of maanden. 
De sterftekans is natuurlijk ook afhankelijk van de behandeling van de eieren 
tussen leggen en bebroeden en tijdens het bebroeden. 
In ons onderzoek verkregen wij alleen exacte gegevens over de sterfte tussen 
het moment van inoculeren en dat van oogsten. Uit de verzameling eititraties 
uit de periode 1963 tot en met 1966 met normale broedtemperaturen en incu-
batietijden en met voldoende gegevens over het schouwen, doch met uiteen-
lopende aantallen eieren per verdunning, nemen wij nu alleen titraties, waarbij 
6 eieren per verdunning beent werden, teneinde een iets homogenere verzame-
ling te verkrijgen. Deze verzameling is ingedeeld in 12 perioden op grond van 
het tijdstip, waarop voor de tweede keer (vlak voor het oogsten) geschouwd 
werd. Elke periode omvat 3 maanden, met uitzondering van de negende. De 
negende periode omvat 7 maanden, omdat er uit die tijd weinig bijdragen tot de 
verzameling waren. In tabel 14 zijn de aantallen eieren en het sterftequotiënt in 
elke periode vermeld. Het sterftequotiënt is het aantal dode eieren, gedeeld 
door het totaal aantal eieren in de groep. Hierbij is onderscheid gemaakt tussen 
eieren, die vermoedelijk geen virus ontvangen hadden in het inoculum, en de 
overige eieren. De eerste groep is geselecteerd door verdunningen uit een titratie 
te nemen, waarin geen van de 6 eieren positief was gebleken, terwijl er boven-
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TABEL 14. Sterfte van bij eititraties gebruikte kippeëmbryonen in achtereenvolgende perioden. 
met positieven alle 
aantal sterfte aantal sterfte 
eieren quotiënt eieren quotiënt 
1320 
1770 
1614 
II46 
1596 
2004 
1416 
972 
1044 
990 
792 
1812 
16476 
0.0356 
0.0328 
0.0390 
0.0419 
0.0269 
0.0130 
0.0304 
0.0288 
O.OII5 
0.0162 
0.0202 
0.0221 
O.0267 
1956 
2838 
2388 
1668 
2508 
2772 
2322 
1572 
I512 
I512 
I218 
2148 
24414 
O.027I 
O.0243 
O.0348 
O.O378 
O.O255 
O.OI23 
O.O276 
O.0274 
O.OO93 
O.OI72 
O.OI72 
O.020O 
О.О237 
* De 9de periode omvat 7 maanden. 
Sterftequotiënt = aantal dode eieren/totaal aantal in de groep. 
dien in de hieropvolgende hogere verdunningen geen positieven waren waar-
genomen. Dit kriterium is met opzet anders gesteld dan in tabel 11, omdat het er 
daar juist om ging eieren, die zo goed als zeker wel virus ontvangen hadden, 
apart te nemen. 
De drie 2 χ k-tabellen, welke ten grondslag liggen aan tabel 14, leveren res­
pectievelijk 27.6, 57.9 en 66.4 als waarden voor chi kwadraat, steeds met 11 vrij­
heidsgraden. De overschrijdingskansen zijn alle kleiner dan 0.005. Dit betekent 
zowel voor de besmette als voor de niet besmette embryonen, dat de sterfte­
kansen in de 12 perioden significant uiteenlopen. 
Met uitzondering van de tiende periode blijkt steeds de sterftekans van onbe­
smette embryonen kleiner dan de sterftekans van mogelijk met virus besmette 
embryonen. Volgens de tekentoets is de kans op deze uitkomst onder de nul­
hypothese dat er geen verschil bestaat ρ < 0.05. Dit steunt het resultaat in 
tabel 10. Voor de sterftequotiënten van wel en niet besmette embryonen is de 
rangcorrelatiecoëfficiënt volgens Spearman berekend (Geigy i960, I.e. 66, 
170.11). Deze blijkt +0.559 t e ζ 4 η · Statistisch is er dus een zwakke aanwijzing 
voor een correlatie tussen sterfte onder onbesmette embryonen en sterfte onder 
de wel besmette embryonen (0.05 < ρ < 0.10). De sterfte onder onbesmette 
embryonen achten wij representatief voor de natuurlijke sterfte en daarom even-
verdunmngen: zonder positieven 
tijd: 
periode van a a n t a l s t e r f t e 
3 maanden e i e r e n quotiënt 
I 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9* 
10 
II 
12 
il 
636 
1068 
774 
522 
912 
768 
906 
600 
468 
522 
426 
ЗЗ6 
7938 
0.0094 
0.0103 
0.0258 
O.0287 
0.0230 
0.0104 
0.0232 
O.0250 
0.0043 
O.OI92 
O.0117 
0.0089 
О.ОІ73 
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redig met de sterfte voor het begin van de eititratie. De zwakke correlatie, ge-
vonden in tabel 14, doet ons verwachten, dat een hoge natuurlijke sterfte onder 
de embryonen aan het begin van een eititratie veelal gevolgd zal worden door 
een hoge sterfte tijdens de incubatieperiode. Wij herinneren er in dit verband 
aan dat wij aanwijzingen hebben verkregen, dat tijdens de incubatieperiode 
stervende embryonen een verlagende invloed op de titer kunnen uitoefenen. 
CONCLUSIE 
Waarschijnlijk sterft tijdens de incubatie van influenzavirus in eieren af en toe 
een kippeëmbryo tengevolge of mede tengevolge van de virusvermenigvuldiging. 
Deze embryonen zullen vermoedelijk altijd wel een positieve uitslag tonen. Er 
is echter tevens aangetoond, dat het optreden van sterfte de infectiviteitstiters 
van influenzavirus zou kunnen verlagen. In principe behoren daarom de uit-
slagen van proeven in embryonen, die tijdens de incubatieperiode sterven, te 
worden weggelaten bij het berekenen van de titer. In het algemeen is de sterfte 
tijdens de incubatieperiode niet zeer groot, zodat als regel geen volkomen mis-
leidende titers gevonden zouden worden, indien men na afloop van de incuba-
tieperiode de eieren niet nog eens zou schouwen. Wanneer bij het schouwen 
voor de enting van virus echter een hoog percentage gestorven embryonen ge-
vonden zou worden, is het raadzaam na afloop van de incubatieperiode in 
ieder geval weer te schouwen teneinde de uitslagen van dode embryonen te 
kunnen weglaten. 
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HOOFDSTUK IV 
DE SCHATTING VAN DE WARE CONCENTRATIE 
INFECTIEUZE INFLUENZAVIRUSDEELTJES UIT 
EITITRATIES MET BEHULP VAN EEN MEER 
GEDETAILLEERDE DOSIS-WERKINGSRELATIE 
INLEIDING 
De infectiviteitstitratie van influenzavirus in de allantoïsholte van kippeëm-
bryonen, de eititratie, is na de beschrijving van Hirst (1942a) al spoedig de meest 
toegepaste methode voor titratie van dit virus geworden. De methode is nog 
steeds een van de meest gevoelige, die bekend zijn. Sommige celcultures zijn 
weliswaar gevoeliger dan eieren, maar dit betreft alleen de gevoeligheid voor 
aan de cellen aangepaste virusstammen (Boudreault en Pavilanis 1961, Zitcer 
e.m. 1967). Volgens Lehman-Grube (1964) zijn kalfsniercellen buitengewoon 
gevoelig voor influenzavirus. Deze waarneming is aan kritiek onderhevig, zoals 
wij in de discussie nader zullen toelichten. Sugiura en Kilboume (1965) hebben 
gewezen op de geringere variabiliteit van cellijnen in vergelijking met eieren. 
De gevoeligheid is in het algemeen echter belangrijker dan de variabiliteit. 
Daarom wordt aan eititraties als regel de voorkeur gegeven. 
De ware concentratie van de infectieuze deeltjes kan het best gevonden worden 
als de dosis-werkingscurve voor de toegepaste titratiemethode bekend is. Voor 
de eititratie van influenzavirus zijn dosis-werkingscurven beschreven door Von 
Magnus (1951a), Fazekas de St. Groth en Cairns (1952) en Gard (1953). Voor 
de theoretische dosis-werkingsrelatie gebruikten zij de beschrijving van de 
fractie negatieve uitslagen in elke verdunning door een Poissonverdeling. Deze 
methode is door Mc Crady (1915), Greenwood en Yule (1917) en Stein (1919) 
toegepast voor bacteriën, door Youden e.m. (1935) en Bald (1937) voor plante-
virussen en door Parker (1938) voor vacciniavirus. Ook gebruikten zij de be-
schrijving door een cumulatief normale kromme, die is toegepast door Bryan 
en Beard (1940) en Kleczkowski (1950). Deze methode is gebaseerd op de ge-
dachte, dat de gevoeligheid van de gebruikte celsystemen voor het virus nor-
maal verdeeld zou zijn, zoals het geval bleek te zijn voor farmacologisch ac-
tieve stoffen (Gaddum 1933). 
Inmiddels is de theorie van de dosis-werkingsrelatie nader ontwikkeld door 
Moran (1954a), Armitage en Spicer (1956) en Furumoto en Mickey (1967a). 
De door Furumoto en Mickey ontwikkelde relatie is bedoeld voor de titratie 
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van plantevirussen door tellingen van laesies op bladeren. Deze onderzoekers 
gaan er van uit dat de variabiliteit van de gevoeligheid van kleine gebiedjes op 
de bladeren voor het virus kan worden uitgedrukt in een betaverdeling van de 
kans dat een geïnfecteerd gebiedje een zichtbare laesie zal opleveren. Het is van 
belang er op te wijzen, dat Furumoto en Mickey (1967a, b) zagen dat de beste 
aanpassing van de theorie aan de praktijk werd verkregen met L-vormige beta-
verdelingen. 
Wij hebben een dosis-werkingsrelatie ontwikkeld die bedoeld is voor de titratie 
van influenzavirus in eieren en andere infectiviteitstitraties met respons in 
kwanten. Wij hebben gebruik gemaakt van de relaties volgens Moran (1954a) 
en Armitage en Spicer (1956) en hierin de betaverdeling ingevuld. In tegenstel-
ling met deze onderzoekers, die alleen vormen van de betaverdeling met modus 
tussen o en 1 hebben toegepast, hebben wij daarnaast L-vormige betaverde-
lingen in de beschouwing betrokken. Wij zullen laten zien, dat aldus een dosis-
werkingsrelatie ontstaat, die alleen van die van Furumoto en Mickey (1967a) 
verschilt door het ontbreken van een parameter voor het aantal elementaire 
gebiedjes per blad. 
Bij onze afleiding maakten wij gebruik van de momenten van de betaverdeling. 
Dit vestigde onze aandacht op het feit, dat het eerste moment de gemiddelde 
gevoeligheid voor het virus aangeeft. Indien men beschikt over schattingen 
voor de parameters van de betaverdeling beschikt men tevens over een schatting 
voor de gemiddelde gevoeligheid. Dit is de sleutel tot de schatting van de ware 
concentratie van de infectieuze deeltjes. 
MATERIAAL EN METHODEN 
Deze zijn beschreven in het vorige hoofdstuk. 
DE DOSIS-WERKINGSRELATIE VOOR INFECTIVITEITSTITRATIES MET 
RESPONS IN KWANTEN 
De definitie van een 'respons in kwanten' is: elke biologische reactie van een 
organisme of cultuur, die 'ja' en 'nee' als enige alternatieven heeft, in overeen-
stemming met Gaddum (1933). 
Mathematische formulering 
De door ons gezochte formulering is, geheel onafhankelijk van het werk van 
Moran (1954a) en Armitage en Spicer (1956), afgeleid door Furumoto en Mic-
key (1967a) en te vinden in hun vergelijking (12). Wij baseren ons echter op de 
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resultaten van Moran (1954a) en Armitage en Spicer (1956) en daarom gebrui­
ken wij hun notatie. 
De kans Ρ op negatieve uitslagen onder organismen of cultures, die elk een 
suspensie met λ infectieuze deeltjes per dosis ontvangen hebben, is gegeven 
door vergelijking (2) van Armitage en Spicer (1956): 
1 
Ρ =, J e-Xvf (p) d ρ , (26) 
o 
waarin ρ de kans voorstelt, dat een infectieus deeltje inderdaad infecteert 
(o ^ ρ ^ 1), en f(p) de frekwentiefunctie is van de kansverdeling van p, die de 
variatie in gevoeligheid voor het infectieus agens over de gebruikte organismen 
of cultures beschrijft. De dosis is het aantal ml van de oorspronkelijke virus­
suspensie, aanwezig in de per organisme of cultuur toegediende hoeveelheid 
virussuspensie. Moran (1954a) heeft opgemerkt, dat (26) de momenten-voort­
brengende functie is van deze frekwentiefunctie. Armitage en Spicer (1956) 
maakten hiervan gebruik en voerden (26) over in 
, - ί λ
2 μ 2 λ
3μ3 ì 
p = e р ( , + тг-тг + }' (27) 
waarin ρ het gemiddelde van ρ is en Цк het k-de gereduceerde moment voor­
stelt. Moran (1954a) wees nog op het feit, dat de parameter λ statistisch niet te 
identificeren is, indien men zou werken met organismen of cultures van con­
stante gevoeligheid. Wanneer de organismen of cultures wel verschillen in 
gevoeligheid, is de parameter λ in principe wel te identificeren. Hiervoor is het 
echter nodig uit te gaan van een onderstelling betreffende de aard van de kans­
verdeling van p. 
Moran (1954a), Armitage en Spicer (1956) en Furumoto en Mickey (1967a) 
gaven alle de voorkeur aan de betaverdeling om de kansverdeling van ρ te 
beschrijven, omdat deze de eigenschap heeft, dat alle van nul verschillende 
waarden van de betafrekwentie uitsluitend optreden bij waarden van de varia­
bele tussen o en 1. Mood (1950) I.e. 115 geeft de betafrekwentiefunctie in de 
vorm 
( α + β + ι ) ! 
α! β! 
Hij definieert α! = Γ (α + ι) ook als α geen gehele waarde heeft (I.e. 114). 
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De parameters α en β moeten beide groter zijn dan —ι . Naast α en β voeren wij 
A en В in, die in relatie staan tot elkaar volgens 
A = α + ι 
В = β + ι. (29) 
A en Β komen overeen met de parameters alfa en beta van Furumoto en Mic­
key (1967a) en de parameters 1 en m van Moran (1954a), omdat deze auteurs 
gammafuncties gebruikten in plaats van faculteiten. Invullen van (29) en (28) 
in (26) geeft een integraal, die, na omrekenen van de verschillende grootheden, 
via de vergelijkingen (3.1.1) en (3.1.2) van Slater (i960) leidt tot de oplossing 
P = . F , [A;A + B; — λ ] . (30) 
Het rechterlid van (30) is de functie van Kummer, gedefinieerd door Slater 
(i960) in vergelijking (1.1.7). Dit is de kortste formulering van de dosis-wer­
kingsrelatie. Toepassing van Slater's vergelijking (1.4.1) op (30) en weergave 
met behulp van Slater's vergelijking (1.1.7) levert de door Furumoto en Mickey 
(1967a) gegeven vorm: 
, f В В (В + ι) λ2 ì 
Р =
 е
- х Ь + λ +
 ν
 ' μ }. (31) 
1 Α + Β ( Α + Β ) ( Α + Β + 1)2! J U ' 
Mood (195°) 1·ς· ι ι ? l a a t z ' e n > d a t het r-de moment van de betaverdeling de 
vorm 
, (α + β + ι) ! (α + г) ! 
Ц r
 (α + β + г + ι) ! α ! t 3 2 ) 
heeft. Het eerste moment, dat het gemiddelde is van de door (28) gegeven ver­
deling, verkrijgt men door r = 1 te nemen in (32). Neem χ = ρ en pas (29) toe, 
dan blijkt dat 
A 
Ρ = • (зз) 
ν
 Α + Β V : > J ' 
Als men er in kan slagen, de drie parameters in (30) te kiezen, dan levert (33) 
dus de gemiddelde gevoeligheid van de gebruikte organismen of cultures voor 
de infectieuze deeltjes. 
Volgens de werkwijze, die is aangegeven door Mood (1950) I.e. 93, kan men uit 
de momenten (32) de gereduceerde momenten berekenen. Wij hebben deze 
laatste ingevuld in (27) en kwamen dan ook tot (30). 
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Grondslagen van de methode voor het schatten van de parameters van de dosis-
werkingsrelatie 
Armitage en Spicer (Γ956) hebben erop gewezen, dat de vorm tussen haken in 
(27) bijna niet van 1 verschilt, wanneer de gereduceerde momenten zeer klein 
zijn, dat wil zeggen wanneer de gevoeligheid van organismen of cultures vrijwel 
geen variabiliteit toont. Zij lieten zien, dat dan een rechte lijn met helling 1 
ontstaat, als de grootheid In (—In P), dat is de loglog van Finney (1952) I.e. 
577, wordt uitgezet tegen de natuurlijke logarithme van de dosis infectieuze 
deeltjes. Voorts maakten Armitage en Spicer (1956) duidelijk, dat de vorm tus­
sen haken in (27) nadert tot 1 als λ steeds kleiner wordt, dat wil zeggen als men 
steeds kleinere doses infectieuze deeltjes beschouwt. Het gedeelte van de dosis-
werkingscurve, dat behoort bij kleine doses, moet dus naderen tot een rechte 
lijn met helling 1, als de loglog wordt uitgezet tegen de natuurlijke logarithme 
van de dosis. Dit is inderdaad te zien in fig. 22, waarin de gesommeerde resul­
taten van levende embryonen uit een titratiereeks (tabel 12) op deze wijze zijn 
uitgezet, voorzien van de op dezelfde wijze getransformeerde 95% betrouw­
baarheidsintervallen (Geigy i960, I.e. 85). Dat deel van een dergelijke dosis-
1 1 г 
17 -16 -15 -14 
-ι 1 1 1 1 г 
-26 -25 -24 -23 -22 -21 -20 -19 -16 
dosis-. In ml/ei 
Figuur 22. Dosis-werkingscurve voor titratiereeks A. 
De fractie negatieve uitslagen Ρ heeft alleen betrekking op levende embryonen. De 95 % be­
trouwbaarheidsintervallen zijn berekend volgens Geigy (i960) I.e. 85. De getekende curve 
hoort bij optimum nr. 2 (tabel 17). 
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werkingscurve, dat betrekking heeft op kleine doses, moet dus voldoen aan de 
relatie 
In (— In P) - In λρ . (34) 
Voor het zoeken naar de optimale waarden van de drie parameters werd oor­
spronkelijk de volgende werkwijze gekozen. Men zoekt bij de resultaten, zoals 
die zijn uitgezet in fig. 22, een rechte lijn met helling 1, die zo goed mogelijk 
aansluit bij de resultaten behorend bij de laagste virusdoses. Deze lijn kan wor­
den beschreven door (34). Zo wordt een schatting voor λρ verkregen bij elke 
virusdosis. Op het oog kozen wij de streepjeslijn met helling 1 in fig. 22. Om 
een passende dosis-werkingsrelatie te vinden zou men nu alleen nog de beste 
combinatie van A en В hoeven te zoeken. Vervolgens zou (33) een schatting 
voor de gemiddelde gevoeligheid ρ moeten opleveren, waardoor voor elke 
virusdosis λ bepaald zou zijn en derhalve tevens μ, het aantal infectieuze virus­
deeltjes per ml van de oorspronkelijke suspensie. 
Het is echter gebleken, dat de optimale waarde van λρ enigszins afhangt van de 
waarden van A en B. Voor de optimalisering is het dus nodig alle drie para­
meters gelijktijdig te variëren. 
Het proces werd bestuurd door het zoeken naar een maximum van de likelihood 
L, gedefinieerd als 
L =
 ГГ ( ^ ) P ' ( N ' - N l 4 ) 0 - P.)N<+ · (35) 
Hierin wordt tot uitdrukking gebracht hoe goed de aanpassing is van de voor 
elke van к virusverdunningen berekende fractie negatieven Pt aan de waarge­
nomen uitslagen: N1+ positieven op N1 eieren, die de i-de virusverdunning ont­
vangen hadden. L is de kans, dat de gevonden meetresultaten zouden optreden, 
indien de berekende dosis-werkingscurve de juiste zou zijn (Fisher 1922). Dit 
proces kan derhalve worden gekarakteriseerd als het zoeken naar een top in het 
oppervlak in de vierdimensionale ruimte, bepaald door het uitzetten van L tegen 
de waarden van de drie parameters. Het is gebleken, dat het belangrijkste aspect 
in dit oppervlak een heuvelrug is, die slechts weinig afhankelijk is van de para­
meter voor de virusconcentratie, die zich uitstrekt over het gehele onderzochte 
gebied van waarden voor de parameter В en die niet voorkomt bij waarden voor 
de parameter A boven een zekere grenswaarde. 
Deze inzichten werden verkregen met behulp van oudere edities van een com­
puterprogramma ESDOREB. Wij gaan thans over tot de beschrijving van de 
laatste editie van ESDOREB.* Het programma is geschreven in PL/I en uitge-
* Drs. T. W. A. Eppink (Universitair Rekencentrum) droeg bij tot de slotfase van de ontwik­
keling van ESDOREB. 
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voerd op het IBM systeem 360/50 van het Universitair Rekencentrum te Nij­
megen (zie blz. 14). 
Opbouw van het computerprogramma ESDOREB 
1. Allereerst wordt nagegaan of het wel zin heeft alle volgende bewerkingen 
toe te passen. Met behulp van de 'equivalent deviate' methode volgens Finney 
(1952) I.e. 577 en 578 wordt een lijn (34) aangepast aan alle meetpunten, ver­
kregen uit de te onderzoeken infectiviteitstitratie. De aandacht zij erop geves­
tigd, dat in Finney's vergelijkingen (21.58) en (21.59) —Y moet staan in de plaats 
van — 1 . Deze bewerking levert een schatting voor μ, de virusconcentratie in de 
onverdunde suspensie, met voorbijgaan aan mogelijke invloed van de varia­
biliteit in gevoeligheid voor het virus onder de voor de titratie gebruikte eieren. 
De aanpassing van de gevonden lijn (34) aan de meetpunten wordt beoordeeld 
door het berekenen van χ2 volgens Haldane (1939). Het aantal vrijheidsgraden 
is 1 minder dan het aantal meetpunten. Omdat het aantal meetpunten niet voor 
elke titratie hetzelfde zal zijn, is het nodig de overschrijdingskans als kriterium 
te nemen. Op basis van de formules 26.4.13, 26.4.14, 26.2.1, 26.4.5, 26.4.4, 
26.4.6 en 26.2.29 uit het Handbook of Mathematical Functions (Abramowitz 
en Stegun 1965) is daartoe het hulpprogramma Ρ (CHISQ, NU) geschreven, 
dat voor elke combinatie van een χ1 en een aantal vrijheidsgraden de overschrij­
dingskans retourneert. Indien deze overschrijdingskans kleiner bleek dan 0.50 
zijn wij voortgegaan met de volgende bewerkingen. 
2. De resultaten van de infectiviteitstitratie worden uitgezet zoals in fig. 22 is 
aangegeven. Een lijn met helling 1 wordt van links naar rechts geschoven totdat 
het eerste meetpunt wordt ontmoet. In fig. 22 is dit het meetpunt voor de kleinste 
virusdosis. In sommige andere titraties was dit echter een meetpunt voor een 
grotere dosis. Dit meetpunt en de meetpunten voor doses, die kleiner zijn, dui­
den wij aan als het loglog-gebied. Hiermee wordt tot uiting gebracht, dat op 
deze groep resultaten (34) van toepassing geacht mag worden, omdat een rechte 
lijn door deze meetpunten een helling > 1 moet hebben, terwijl een helling = 1 
te verwachten is. Het is mogelijk, dat (34) op een of meer meetpunten buiten 
het aldus gedefinieerde loglog-gebied ook nog van toepassing is. Dat de ligging 
van de lijn (34) zodoende minder nauwkeurig vastgesteld kan worden is geen 
bezwaar, omdat later in de berekening deze ligging nog enigszins gevarieerd zal 
worden. Uit de meetpunten in het loglog-gebied leiden wij een schatting af voor 
λρ in ι ml van de oorspronkelijke virussuspensie, opnieuw met behulp van de 
equivalent deviate methode volgens Finney (1952). Deze schatting is door ons 
μν, voorlopige mu, genoemd, omdat nog deling door ρ nodig is om μ, de werke­
lijke concentratie van de infectieuze virusdeeltjes, te verkrijgen en omdat later 
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in de berekening deze grootheid nog gevarieerd zal worden. De aanpassing van 
de gevonden lijn (34) aan de meetpunten in het loglog-gebied wordt bepaald 
door berekening van χ1 volgens Haldane (1939) en toepassing van het hulp­
programma Ρ (CHISQ, NU) zoals hierboven is aangegeven. Wij accepteerden 
alle titraties met een overschrijdingskans groter dan 0.25 voor de aanpassing in 
het loglog-gebied. In alle gevallen was de aanpassing beter. 
3. Voor A en В worden willekeurige startwaarden ingelezen. Deze startwaarden 
moeten positief zijn, wil de reeksontwikkeling (31) toelaatbaar zijn (Slater i960, 
I.e. 2) en de betafrekwentiefunctie (28) betekenis hebben (zie blz. 83). 
4. De schatting van μν is gebaseerd op resultaten, die soms een aanmerkelijk 
betrouwbaarheidsinterval tonen (zie fig. 22). Het is ons gebleken, dat de beste 
waarde van μν veelal gelegen was tussen de waarde, geschat uit de meetpunten 
van het loglog-gebied, en de waarde, behorend bij het eerste meetpunt buiten 
het loglog-gebied. De optimalisering begint daarom met het variëren van μν 
binnen de aldus gedefinieerde grenzen. 
5. De waarden van A en В leveren door (33) een nog willekeurige waarde van p. 
Deling van μν door ρ levert een schatting voor μ. Deze levert op zijn beurt een 
schatting voor λ in elke verdunning van de getitreerde virussuspensie. 
6. Voor elke verdunning kan men thans de verwachte fractie negatieve uit­
slagen Ρ berekenen. Als regel gebeurt dit, door de te proberen waarden van A, 
В en λ in te vullen in (31). Indien λ > 50 is, zijn er relatief veel termen van (31) 
nodig. In deze gevallen werd Ρ benaderd met behulp van formule (4.3.7) van 
Slater (i960), die geen iteraties vraagt. Deze formule geldt alleen als λ en A + B 
beide groot zijn. Wij konden vaststellen, dat deze benadering goed functio­
neert, wanneer λ > 50 is en В > 0.25. De benadering levert waarden van P, die 
in de meeste gevallen niet meer dan ongeveer 10% afwijken van de met behulp 
van (31) gevonden waarde. Als de benadering niet gebruikt kan worden en als 
tevens λ zo groot is, dat er overflow zou optreden, dan worden de termen in (31) 
berekend met gebruikmaking van logarithmen. 
7. De onder 6 berekende waarden van Ρ leveren via (35) de likelihood van de 
berekende dosis-werkingscurve. 
8. De berekeningen bedoeld onder 6 en 7 gebeuren met dubbele precisie. 
9. Bij het zoeken naar een maximum likelihood worden de drie parameters A, 
μν en В in deze volgorde een voor een gevarieerd met behulp van de multiplica-
toren ΠΙΑ, ηΐμ en IÏIB, telkens totdat verder variëren geen verbetering meer geeft. 
Na een zo'n cyclus worden de multiplicatoren verkleind. In het begin zijn de 
multiplicatoren Π Ι Α = Π Ι Β = 2 , terwijl ηΐμ is gegeven als \ van het onder 4 be­
doelde gebied. De volgende te beproeven waarde, bijvoorbeeld van A, is 
АХІПА of А/ГПА, alnaargelang een grotere dan wel een kleinere waarde be­
proefd moet worden. Deze werkwijze garandeert, dat A en В geen negatieve 
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waarden zullen aannemen en dat het proces vlot loopt, ook indien relatief grote 
veranderingen voor een parameter nodig zijn. Dit laatste wordt extra bevorderd 
door een grotere multiplicator te nemen, als een variatie meer dan 4-maal de­
zelfde kant opgaat. De verkleining van de multiplicatoren gebeurt steeds door 
worteltrekking. Zodoende zijn deze altijd > 1. Het proces gaat voort totdat ver­
kleining van de multiplicatoren niet leidt tot het vinden van een betere likeli­
hood. Vanwege de bijzondere vorm van het likelihood-oppervlak bleek het 
nodig tijdens de eerste drie cycli van verfijning В niet te variëren. Daarna vindt 
verfijning alleen plaats, indien gebleken is, dat zonder deze geen verbetering 
kan worden bereikt. Zodoende is het gemakkelijker de heuvelrug in het likeli-
hood-oppervlak te volgen tot een maximum wordt gevonden. 
10. Als een maximum is bereikt, wordt de aanpassing van de gevonden dosis-
werkingscurve weer berekend volgens Haldane (1939). Het aantal vrijheids-
graden is het aantal virusdoses in de titratie minus 2, omdat er 3 parameters 
worden geschat, waarvan de parameter В een relatief geringe invloed uitoefent 
op de waarde van χ1-. 
п . Het proces vangt opnieuw aan bij 3. 
De benadering van de dosis-werkingscurve door de normale verdelingsfunctie 
Het is gebruikelijk het resultaat van een eititratie uit te drukken in EID50: voor 
het ei infectieuze eenheden met 50% eindpunt. De titer kan berekend worden 
volgens Kärber (1931), nader gepreciseerd door Van der Waerden (1940), of 
volgens Reed en Muench (1938). Deze berekeningen leveren alleen het gewenste 
resultaat, indien de dosis-werkingscurve symmetrisch is ten opzichte van het 
50%-punt (Finney 1952, I.e. 553; Krüger 1961). 
Reeds op blz. 8 hebben wij vermeld, dat de cumulatief normale kromme is 
toegepast als dosis-werkingscurve. Wanneer wij kunnen aantonen, dat deze toe-
passing gerechtvaardigd is, dan hebben wij de bruikbaarheid van een voorbeeld 
van een curve, symmetrisch ten opzichte van het 50%-punt, gedemonstreerd. 
De probit-transformatie (zie bijv. Geigy i960, I.e. 54) zet een cumulatief norma-
le kromme om in een rechte lijn. 
RESULTATEN 
Uitkomsten verkregen met ESDOREB 
Er zijn berekeningen uitgevoerd aan twee eititraties (1 en 2) van een influenza-
viruspreparaat, waarbij relatief veel eieren per verdunning geïnoculeerd waren 
zonder het experiment te verdelen over enige afzonderlijke titraties, en aan twee 
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titratiereeksen die gedefinieerd zijn op blz. 74 en 75, namelijk de reeksen A en C. 
Voor titratie 1 bleek de aanpassing van de lijn (34) met behulp van de 'equiva-
lent deviate' methode zo goed te zijn, dat vervolgen van de berekeningen niet 
zinvol was. De details zijn weergegeven in tabel 15. De goede aanpassing blijkt 
TABEL 15. Toepassing van ESDOREB op titratie 1. 
Enkelvoudige eititratie van een influenzavirus preparaat, geoogst 20 h na ¡noculeren van de 
eieren. 
verdunning nr. 1 2 3 4 5 
log ml oorspronkelijk materiaal per ei —9.0 —8.5 —8.0 —7.5 —7.0 
aantal negatieven/totaal aantal 14/(6 11/17 5/17 0/17 0/16 
p ^ . v ) log μ logEIDso/ml logHAP/ml 
0.986 8.13 8.34 8.91 
Ρ (χ2, ν) en log μ zijn verkregen met behulp van ESDOREB, log EID5o/ml is berekend volgens 
Kärber (ι 931) in de versie van Van der Waerden (ι 940). Η AP/ml = concentratie van de he-
magglutinerende partikels is volgens de aanwijzingen op blz. 51 berekend uit de hemagglutini-
netiter. 
ook duidelijk in fig. 23.1. Variabiliteit in gevoeligheid van de eieren voor influ­
enzavirus kwam in deze titratie niet tot uitdrukking. Het wekt daarom geen 
verbazing, dat de titer, uitgedrukt als EIDso/ml, hoger is dan μ. Volgens (34) is 
immers een gemiddelde van 0.69 virusdeeltjes per ei voldoende voor 50% posi­
tieve uitslagen. De verhouding van het aantal infectieuze virusdeeltjes tot het 
aantal hemagglutinerende deeltjes is niet in strijd met de verwachting, omdat 
het getitreerde influenzaviruspreparaat reeds betrekkelijk korte tijd (20 h) na 
het inoculeren van de eieren, waarin het bereid werd, is geoogst. 
De aanpassing van de lijn (34) was onvoldoende voor titratie 2; om deze reden 
zijn hiervoor de volgende berekeningen wel uitgevoerd. Het bleek noodzakelijk 
te zijn meer dan 20 paren startwaarden voor A en В te onderzoeken teneinde de 
heuvelrug in het likelihood-oppervlak voldoende te karakteriseren. De resul­
taten zijn weergegeven in tabel 16 en in de figuren 23.2 en 24. In fig. 24 is de 
heuvelrug aangeduid door zijn projecties in het (A, B)-, het (μν, В)- en het (L, 
B)-vlak. De optima hebben waarschijnlijk het karakter van oneffenheden op de 
89 
Ιη(-ΙηΡ) 
- 2 3 - 2 2 
- 2 1 - 2 0 - 1 9 
-18 -17 -16 
dosis: In ml/ei 
Figuur 23. Dosis-werkingscurven voor titraties 1 en 2. 
Boven: titratie 1: zie tabel 15; vergelijking (34) geldt. Onder: titratie 2: zie tabel 16; de in­
getekende lijn hoort bij optimum 2. De verticale lijnen geven geen betrouwbaarheidsinter­
vallen aan. 
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heuvelrug, uiteraard met uitzondering van het tweede. In tabel 16 zijn de ge­
gevens over de vier optima nader gedetailleerd. De dosis-werkingscurve in 
fig. 23.2 hoort bij het optimum 2, dat tevens het maximum van L is. 
Uitgaande van de vraagstelling of de dosis-werkingscurve behoorlijk is aange­
past aan de meetresultaten blijkt er geen belangrijk verschil tussen de vier op­
tima te bestaan. In feite zijn alle dosis-werkingscurven die behoren bij een punt 
op de heuvelrug, redelijk aangepast. Dit houdt in, dat de betekenis van het ma­
ximum als aanwijzer van de beste schatting voor μ gering is. Het optimum 4 kan 
vanzelfsprekend geen fysische betekenis toekomen. Het valt op, dat drie optima 
liggen bij waarden van A > 1 en dat het vierde (optimum 1) ligt bij een waarde 
van A, die slechts zeer weinig van 1 verschilt; op de betekenis hiervan komen wij 
terug na de bespreking van de andere berekeningsresultaten. 
TABEL 16. Toepassing van ESDOREB op titratie 2. 
Enkelvoudige eititratie van een influenzaviruspreparaat, geoogst 48 h na moculeren van de 
eieren. 
verdunning nr. 1 2 3 4 5 6 7 
log ml oorspronkelijk materiaal per ei 
aantal negatieven/totaal aantal 
fractie negatieven 
gevonden 
optimum 
nr. 1 
nr. 2 
nr. 3 
nr. 4 
-100 9-5 5.0 -8.5 —8.0 —7.5 —7.0 
24/25 22/26 14/25 3/25 2/26 0/25 0/24 
0.960 0.846 0.560 0.120 0.077 0.000 0.000 
0.939 0.821 0.545 0.183 0.038 0.011 0.004 
Ο.938 Ο.82Ο Ο.546 O.I9I Ο.Ο39 O.OO9 0.002 
0.937 0.817 0.548 0.205 0.039 0.005 0.001 
0.935 0.814 0.549 0.215 0.039 0.004 0.000 
L χ ίο4 ρ (χ2, ν) log μ log EIDso/ml 
log 
HAP/ml 
vergelijking 
(34) 
optimum 
nr. 1 
2 
3 
4 
-
0.97 
1.24 
1.83 
2.4 
-
0.25 
0.54 
2.54 
IO 1 5 
-
0.80 
0.70 
0.42 
«0.01 
-
2.24 
2.31 
2.16 
I.9I 
0.030 
0.786 
0.788 
0.759 
0.722 
-
8.90 
8.96 
9.20 
24 
8.97 10.76 
Toelichting: zie tabel 15. 
De 4 optima zijn gerangschikt naar de grootte van В en gekarakteriseerd door de waarden van 
de parameters А, В en van de likelihood L. De parameter μν is gelijk aan het product van de 
concentratie infectieuze virusdeeltjes μ en de volgens (33) door A en В bepaalde gemiddelde 
gevoeligheid p. De aanpassing van de bij de optima behorende dosis-werkingscurven is te 
beoordelen aan de berekende fracties negatieven en de overschrijdingskans, die volgt uit de 
waarde van χ2, berekend volgens Haldane (1939). 
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Figuur 24. De likelihood L, uitgezet tegen de drie parameters van de dosis-werkingsrelatie 
voor titratie 2. 
De gevonden heuvelrug is geprojecteerd in het (A, B)-, het (μν. В)- en het (L, B)-vlak. In elke 
projectie zijn de optima aangegeven door een verdikking van de lijn. De optima zijn genum­
merd van links naar rechts. De gegevens hangen samen met die in tabel 16 en fig. 23.2. Die 
gedeelten van de heuvelrug, waarvoor geen getallenmateriaal ter beschikking stond, zijn weg­
gelaten. 
In fig. 24 is duidelijk te zien, dat de heuvelrug aangetroffen wordt bij alle onder­
zochte waarden van B, een beperkt gebied van waarden van A en een zeer be­
perkt gebied van waarden van μν. 
Met uitzondering van de waarde van μ, behorend bij optimum 4, zijn de gevon­
den schattingen voor μ in behoorlijke overeenstemming met de titer van de 
hemagglutinerende deeltjes. Dat het verschil groter is dan het overeenkomstige 
verschil bij titratie 1 in tabel 15 is in overeenstemming met de langere incubatie-
tijd bij de bereiding van het in titratie 2 onderzochte viruspreparaat. 
De aandacht zij nog gevestigd op het feit, dat de uitkomsten van de eerste vier 
verdunningsstappen van titratie 2 heel goed overeenstemmen met vergelijking 
(34), zoals vooral in fig. 23.2 duidelijk is te zien. De bij deze titratie gevonden 
variabiliteit in gevoeligheid onder de eieren komt slechts aantoonbaar tot uit­
drukking doordat in verdunning 5 twee eieren een negatieve uitkomst gaven. 
De aanpassing van vergelijking (34) aan de resultaten van de titratiereeksen A 
en С was zo slecht, dat die niet door een overschrijdingskans kon worden geka­
rakteriseerd. Ook nu bleek het nodig te zijn gebruik te maken van een twintigtal 
paren startwaarden voor A en В om de heuvelrug in het likelihood-oppervlak 
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TABEL 17. Toepassing van ESDOREB op I¡traliereeks A. 
verdunning nr. 
log ml oorspronkelijk materiaal per ei —11 o —10.0 —9.0 —8.0 —7.0 
aantal negatieven/totaal aantal 139/141 132/145 80/144 20/140 4/138 
fractie negatieven 
gevonden 0.986 0.910 0.556 0.143 0.029 
optimum 
nr. 1 0.993 0.934 0.537 0.124 0.052 
nr. 2 0.990 0.914 0.543 0.146 0.029 
95 % betrouwbaarheidsinterval 
ondergrens 0.950 0.897 0.470 0.090 0.008 
bovengrens 0998 0.966 0.637 0.212 0.073 
В 
L x ίο 5 ρ (χ 2, ν) log μ log log 
EID50/mI HAP/ml 
optimum nr. 1 0.46 0.25 0.71 0.84 0.338 8.99 
2 0.71 1 0 " «0.01 3.24 0.928 22 
8.86 10.85 
Toelichting: zie tabel 16. 
De 9 5 % betrouwbaarheidsintervallen zijn berekend volgens Geigy (i960) I.e. 85. 
De opbouw van titratiereeks A is weergegeven m tabel 12. 
TABEL 18. Toepassing van ESDOREB op titratiereeks C. 
verdunning nr. 
log ml oorspronkelijk materiaal per ei 
aantal negatieven/totaal aantal 
fractie negatieven 
optimum nr. 1 
2 
3 
4 
gevonden 
optimum 
A 
0.38 
0.60 
0.69 
0.71 
nr. 1 
nr. 2 
nr .3 
n r . 4 
Β ρ 
0.12 0.76 
1.13 0.35 
13.9 0.05 
IO 1 4 «O.Ol 
I 
— 1 1 . 0 
2 
— 1 0 . 0 
104/104 102/105 
1.000 
0.999 
0.998 
0.998 
0.998 
0.971 
0.987 
0.983 
0.980 
0.980 
3 
— 9 . 0 
103/122 
0.844 
0.882 
0.849 
0.836 
0.835 
L χ ί ο 5 ρ <χ\ ν ) 
0.50 
3.0Ι 
3.73 
3-72 
0.253 
0.872 
0.95Ι 
0.952 
4 
— 8 . 0 
46/122 
0.377 
0.343 
0.360 
о.з8о 
0.382 
log μ 
8.23 
8.70 
9.62 
22 
5 
— 7 . 0 
1Ι/Ι2Ι 
0.091 
ο.οβο 
0.091 
0.091 
0.091 
log ΕΙ] 
8. 
6 
— 6 . 0 
2/Г05 
0.019 
0.033 
0.023 
0.019 
ο.οι8 
Oso/mi 
20 
Toelichting: zie tabel 16. 
De opbouw van titratiereeks С gebeurde op dezelfde wijze als voor de reeks A is aangegeven 
in tabel 12. 
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Figuur 2$. De likelihood L, uitgezet tegen de drie parameters van de dosis-werkingsrelatie voor 
titratiereeks A. 
Details overeenkomstig fig. 24. De gegevens hangen samen met die in tabel 17 en figuur 22. 
goed te karakteriseren. De resultaten voor titratiereeks A zijn weergegeven in 
tabel 17 en fig. 25, die voor titratiereeks С in tabel 18 en fig. 26. Doordat hier 
meer dan 100 eieren per verdunning beschouwd konden worden, was de aan­
passing van de dosis-werkingscurven aan de meetresultaten zo goed, dat deze 
het best in tabelvorm naar voren gebracht kan worden. 
De aspecten van de heuvelrug komen in grote trekken overeen met die bij ti­
tratie 2 in fig. 24. Het belangrijkste verschil is gelegen in het feit, dat hier geen 
duidelijk maximum van L blijkt op te treden, maar dat alle waarden van В 
vanaf ongeveer В = 3 een even goed resultaat opleveren. Een ander verschil is, 
dat hier de heuvelrug uitsluitend bij waarden van А < ι ligt. Het is dus niet 
mogelijk gebleken met behulp van ESDOREB één waarde van μ als de beste aan 
te wijzen voor elk van beide titratiereeksen, terwijl juist verwacht mocht worden, 
dat het gebruik van grote aantallen eieren een betere schatting van de betaver-
deling voor de beschrijving van de variabiliteit onder de eieren mogelijk zou 
maken. 
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Figuur 26. De likelihood L, uitgezet tegen de drie parameters van de dosis-werkingsrelatie voor 
titratiereeks С. 
Details overeenkomstig fig. 24. De gegevens hangen samen met die in tabel 18. 
Aard van de betaverdelingen, gevonden met ESDOREB 
Een goede schatting van μ met behulp van ESDOREB is niet gelukt. Het is wel 
mogelijk op grond van de verkregen resultaten uitspraken te doen over de 
aard van de betaverdelingen, waarvan bij de berekeningen is gebleken, dat zij de 
variabiliteit van de gevoeligheid van de eieren voor influenzavirus goed beschrij­
ven. 
Er is een duidelijk verschil tussen titratie 2 enerzijds en de beide titratiereeksen 
anderzijds. De maximum likelihood (optimum 2) van titratie 2 ligt bij A = 1.24, 
В = 0.54. De betaverdeling, hierdoor bepaald, heeft een asymptoot bij ρ = ι. 
Dat betekent, dat een eindig aantal eieren volmaakt gevoelig voor influenza­
virus moet zijn. Het optimum 1 van titratie 2 ligt bij A = 0.97, В = 0.25. Hierbij 
hoort een betaverdeling, die ook bij ρ = o een asymptoot heeft, hetgeen bete­
kent, dat er een eindig aantal volmaakt ongevoelige eieren zou kunnen zijn. De 
titratiereeks С heeft de maximum likelihood bij A = 0.69, В = 13.9. De ti-
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tratíereeks A heeft bij vergelijkbare waarden van A en В eveneens een relatief 
hoge likelihood. Hierbij horen betaverdelingen met een asymptoot alleen bij 
p = o. 
De zoeven opgesomde betaverdelingen zijn weergegeven in fig. 27. De beide 
betaverdelingen behorend bij titratie 2 hebben ruwweg hetzelfde aspect. De 
asymptoot bij ρ = o is duidelijk van weinig belang. De betaverdeling behorend 
bij de beide titratiereeksen laat zien, dat wij mogen verwachten, dat de gemid­
delde gevoeligheid van kippeëieren voor influenzavirus niet heel groot is, dat er 
geen volmaakt gevoelige eieren te verwachten zijn, maar wel volmaakt onge-
voelige eieren. 
Figuur 27. Betaverdelingen. 
Weergegeven zijn de verdelingen, behorend bij titratie 2, optima 1 en 2 (tabel 16) en bij titratie-
reeks C, optimum 3 (tabel 18). De parameters α, β, A en В hangen samen volgens (29). 
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Dat de betaverdelingen behorend bij titratie 2 zo sterk verschillen van die van de 
titratiereeksen laat zich heel eenvoudig verklaren. In titratie 2 voldeden immers 
alle resultaten aan vergelijking (34) met uitzondering van de resultaten van 
slechts 2 eieren in verdunning nr. 5. 
De normale verdelingsfunctie als dosis-werkingscurve 
In fig. 21 was reeds de standaard-normale verdelingsfunctie ingetekend bij lo-
garithmen met het grond tal 10 als eenheden op de abscis. De titratieresultaten 
van proeven in levende embryonen blijken heel behoorlijk door deze functie te 
worden beschreven. 
probilü-P 
8-
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3-
2-
1 1 1 1 1 1 ' 
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dosis: log ml/ei 
Figuur 28. Dosis-werkingscurve voor titratiereeks A. 
Dezelfde resultaten als in fig. 22 zijn thans uitgezet als probits (Geigy i960 I.e. 54). Een rechte 
lijn met helling 1 is getekend door het punt (— 8.86, 5) op grond van de in tabel 17 vermelde 
titer in EID50. 
In fig. 28 geven wij nog de resultaten weer uit de titratiereeks A met hun 95 % 
betrouwbaarheidsintervallen, getransformeerd tot probits. De probits van de 
fracties positieven bij de resultaten uit de titratiereeksen В t/m H tonen onge­
veer hetzelfde beeld. Bij sommige proeven werden er onder de eieren, die een 
grote dosis virus ontvangen hadden, betrekkelijk veel eieren met negatieve uit­
slag gevonden. 
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DISCUSSIE 
De gevoeligheid van kippeëieren voor influenzavirus 
Lehmann-Grube (1964) vond, dat kalfsniercellen voor sommige stammen van 
influenzavirus gevoeliger waren dan kippeëieren. Deze vondst berustte echter 
niet op een directe vergelijking van de titratie in kalfsniercellen met een eititra-
tie. Hij maakte gebruik van de titratie in stukjes allantoïs op eischaal volgens 
de methode van Fazekas de St. Groth en White (1958a), en gebruikte bovendien 
de omrekeningsfactoren, die door Fazekas de St. Groth en White (1958b) zijn 
bepaald. In verband met de opmerking van Barry (1961a) over deze methode 
van titratie is het echter de vraag of de gevoeligheid van stukjes allantoïs op 
eischaal in handen van andere onderzoekers steeds zo groot is als oorspronke-
lijk gevonden was. In oriënterende proeven met kalfsniercellen vonden wij, dat 
hun gevoeligheid goed was, maar niet groter dan die van kippeëieren. Wij blijven 
de voorkeur geven aan kippeëieren, als de gevoeligheid voor influenzavirus de 
eerste eis is. Aan de andere kant echter hebben wij aangetoond, dat ook de 
gevoeligheid van kippeëieren beperkt is. 
De betekenis van het programma ESDOREB 
De aanpassing van de met ESDOREB berekende dosis-werkingsrelaties aan de 
experimentele gegevens mag in alle onderzochte gevallen uitstekend genoemd 
worden. De toepassing van χ2 voor de beoordeling van de aanpassing is aan 
kritiek onderhevig, omdat de aantallen positieven en negatieven zeer klein kun­
nen worden aan het begin en einde van de curve. Toch is de berekening van χ1 
nuttig, want indien hieruit zou blijken dat de aanpassing goed is, behoeft aan 
deze conclusie niet getwijfeld te worden. 
Een afwijking aan het begin of einde van de dosis-werkingscurve zal echter een 
onevenredig grote bijdrage tot χ1 opleveren. Om deze reden is het niet toelaat­
baar de beste aanpassing te berekenen op grond van een minimum van χ1 en 
kan het beste naar een maximum van de likelihood gezocht worden. In één 
geval, namelijk de resultaten van de titratiereeks С in tabel 18, viel de grootste 
waarde van de likelihood niet samen met de kleinste waarde van χ1. 
De berekening van de ware concentratie μ van de infectieuze virusdeeltjes met 
behulp van ESDOREB is niet zinvol, wanneer 25 of minder eieren per verdun­
ning van een titratie voorhanden zijn. Wij hebben gezien, dat de kans op het 
voorkomen van eieren, die zeer of volmaakt ongevoelig zijn, te klein is in zulke 
gevallen. Vermoedelijk zijn 100 of meer eieren per verdunning wel voldoende. 
Het is echter niet verantwoord in dit opzicht uitspraken te doen over infectivi-
teitstitraties van andere virussoorten. 
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Waar aan deze laatste voorwaarde (meer dan 100 eieren per verdunning) vol­
daan was, zagen wij echter geen duidelijke maximum likelihood meer. De zeer 
hoge waarden van de parameter В leiden tot schattingen voor de concentratie 
infectieuze virusdeeltjes μ, die fysisch onmogelijk zijn. De lagere waarden van В 
waarbij een bijna maximale likelihood gevonden wordt leiden wel tot reële 
schattingen voor μ: deze schattingen liggen lager dan de gewoonlijk optredende 
concentraties hemagglutinerende deeltjes. De door ons onderzochte methode 
maakt het echter niet mogelijk een waarde voor μ aan te wijzen met een zin­
volle graad van nauwkeurigheid. 
Voor het vinden van een dosis-werkingscurve zonder dat daaraan verdere con­
clusies worden verbonden is de door ESDOREB verbruikte rekentijd oneven­
redig groot: van de orde van ι min per paar startwaarden voor A en B. Welis­
waar kan het zoekproces nog efficiënter uitgevoerd worden, wanneer alleen het 
globale verloop van de heuvelrug in het likelihood-oppervlak onderzocht zou 
moeten worden. Het is dan echter eenvoudiger over te gaan tot het invoeren 
van een benadering, die het aantal parameters reduceert tot 2. Dit is gedaan 
door Moran (1954a), die tevens liet zien, dat hiervoor vereist is, dat de gemid-
delde gevoeligheid ρ niet teveel van o verschilt of dat de variabiliteit van de ge­
voeligheid zeer gering is. Dezelfde benadering is tevens door Furumoto en 
Mickey (1967a) met succes toegepast. Zij vermeldden niet, dat Moran (1954a) 
hetzelfde principe reeds eerder had toegepast. In alle door ons onderzochte ge­
vallen was de likelihood hoog voor relatief grote waarden van В bij relatief lage 
waarden van A, zodat aan de eis voor toelaatbaarheid van de benadering bij ons 
inderdaad voldaan is. Hieraan hebben wij geen verder onderzoek gewijd. Wij 
vestigen nog de aandacht op het werk van Furumoto en Mickey (1969). Zij 
beschreven twee zeer eenvoudige methoden om dosis-werkingscurven te vinden, 
die voldoen aan de hier bedoelde benadering. 
Moran (1954a) en Armitage en Spicer (1956) hebben niet vermeld, dat waarden 
(o < A < 1, В > ι) betaverdelingen opleveren, die in staat zijn de in de practijk 
gevonden mate van variabiliteit te beschrijven. Furumoto en Mickey (1967a) 
zagen dit wel in, doch slaagden er niet in convergentie naar een oplossing te 
bereiken met behulp van een niet-lineair kleinste kwadraten-rekenprogramma. 
Hun probleem was echter meer gecompliceerd, omdat zij nog een vierde para­
meter, namelijk een parameter voor het aantal gevoelige cellen per half blad, 
moesten schatten. (Zie echter Finney's (1952), I.e. 522 kritiek.) 
Betekenis van de gevonden betaverdelingen 
Wij hebben aannemelijk gemaakt, dat volmaakt of bijna volmaakt gevoelige 
eieren niet te verwachten zijn en dat daarentegen volmaakt ongevoelige eieren 
wel mogelijk geacht moeten worden. 
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Virologisch gezien is het inderdaad onwaarschijnlijk, dat er volmaakt gevoelige 
eieren zouden bestaan. In zulke eieren zou één enkel infectieus virusdeeltje 
altijd een positieve reactie moeten verwekken. In vele gevallen echter zal zo'n 
virusdeeltje lang voordat het een allantoïscel bereikt heeft reeds zijn infectiviteit 
verloren hebben door de warmteïnactivering. 
Volmaakt ongevoelige eieren kunnen juist wel verwacht worden. Het werk van 
Fauconnier (1953, 1954) en White en Fazekas de St. Groth (Г959) steunt deze 
verwachting. Zij lieten zien, dat eieren met een lage pH van de allantoïsvloeistof 
ongevoelig kunnen zijn voor influenzavirus. Zij werkten voornamelijk met 
kippeëieren, die meer dan 10 dagen bebroed waren voor het inoculeren met 
virus. Daarom hebben wij van twee groepen 1 o-daagse eieren, in totaal 130 
stuks, de pH van de allantoïsvloeistof gemeten en zagen daarbij tweemaal pH 
5.9 en tweemaal pH 6.2, terwijl de overige pH-waarden hoger waren dan 6.5. 
Ook onderzochten wij 17 groepjes van telkens 12 1 o-daagse eieren, in totaal 
dus 204 stuks. Hierbij vonden wij 1 ei met allantoïsvloeistof met pH 6.1, 5 eieren 
met pH 6.2 en 3 met pH 6.3. Wij zijn van mening, dat daarom ook onder 10-
daagse eieren volkomen ongevoelige embryonen verwacht mogen worden. 
In ons onderzoek viel het op, dat af en toe een ei, dat een relatief grote dosis 
virus ontving, toch een negatieve uitslag opleverde. 
Het uitdrukken van titers in de ElD$o als eenheid 
Bekendheid van het aantal ЕШ50 per volume-eenheid geeft geen informatie 
over de concentratie van de infectieuze virusdeeltjes. Indien de variabiliteit in 
gevoeligheid van de eieren niet voldoende tot uiting komt, zoals in tabel 15 het 
geval bleek te zijn, dient men zich echter toch tot uitdrukken van de titer in 
EID50 te beperken. 
Uit fig. 28 komt naar voren, dat de dosis-werkingscurve voor titratie van influ­
enzavirus in eieren behoorlijk symmetrisch is ten opzichte van het 50 %-punt. 
Dit is in overeenstemming met de gegevens van Fazekas de St. Groth en Cairns 
(1952). Hiermee is voldaan aan de eis voor toepassing van de rekenmethode 
van Reed en Muench (1938), die gesteld is door Finney (1952) I.e. 533. Tevens 
mag verwacht worden, dat men met de rekenmethode van Kärber(i93i)inde 
versie van Van der Waerden (1940) inderdaad eenheden met een 50%-eindpunt 
zal verkrijgen (Krüger 1961). De vele andere methoden voor berekening van de 
infectiviteitstiter (zie bijv. Finney (1952) I.e. 523 e.V. en 581, Berkson (1953), 
Schäfer en Siegert (1958, i960)) zullen wij niet in beschouwing nemen. Finney 
(1952) I.e. 534 vermeldt, dat de varían tie van de geschatte concentratie bij ge-
bruik van de methode van Reed en Muench (1938) steeds iets groter is dan bij 
gebruik van de methode van Kärber (1931). De laatste methode verdient der-
halve de voorkeur. 
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Dat voor onze titratiereeksen juist de standaard normale verdelingsfunktie 
bruikbaar bleek te zijn als dosis-werkingscurve, is uiteraard zeer toevallig. Ana-
lyse van de door Fazekas de St. Groth en Cairns (1952) gevonden dosis-wer-
kingscurve leert dat hiervoor een andere normale verdelingsfunctie meer ge-
schikt is. De toets van Moran(i954a, b) geeft aan, dat de titraties van Von Mag-
nus (1951a) I.e. 259 op slechts één na beschreven kunnen worden door het mo-
del (34), evenals de gesommeerde resultaten van zijn titraties. Hier is een nor-
male verdelingsfunktie dus minder geschikt als dosis-werkingscurve. In dit 
verband wijzen wij nog op de mogelijkheid, dat een dosis-werkingscurve die 
steiler is dan de door (34) beschreven curve, optreedt, wanneer het getitreerde 
viruspreparaat 'multiplicity reactivation' toont (Barry 1961b). De gesignaleerde 
verschillen tussen dosis-werkingscurven voor de eititratie van influenzavirus 
dwingen tot het vaststellen van de dosis-werkingscurve voor elk laboratorium, 
waar deze titraties worden uitgevoerd. 
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SAMENVATTING 
Er werd een wiskundige beschrijving afgeleid voor de kinetiek van de hemag-
glutinatiereactie door influenzavitus, die zowel het reactieverloop in een homo-
gene suspensie van erythrocyten omschrijft als het reactieverloop in de patroon-
test. Met behulp van een stochastisch model is aangetoond, dat er i.i virus-
deeltjes per erythrocyt in een hemagglutinatiepatroon aanwezig moeten zijn om 
juist 50% hemagglutinatie te verkrijgen. 
De theorie is in staat een verklaring te geven voor de bekende verschillen, die er 
bestaan tussen de hemagglutininetitraties volgens de sedimentatiemethode en 
de patroontest. Een aantal experimenten bevestigde de theorie. Uit literatuur-
gegevens en eigen experimenten zijn schattingen verkregen voor de constanten 
in de kinetische beschrijving. Met behulp hiervan kon de concentratie hemag-
glutinerende deeltjes in de oorspronkelijke virussuspensie worden afgeleid uit de 
hemagglutininetiter volgens de patroontest. Wij vonden, dat er bij 40 1.9 virus-
deeltjes per erythrocyt aanwezig moeten zijn in het mengsel, wanneer 50% he-
magglutinatie wordt gevonden. Bij 25o moeten er in dit geval 2.4 deeltjes per 
erythrocyt aanwezig zijn. Deze getallen gelden, indien de patroontest wordt 
uitgevoerd op de wijze die door ons is beschreven. 
Door dissociatie bij pH 10.5 was het mogelijk aggregaten van influenzavirus-
deeltjes aan te tonen in suspensies van dit virus in allantoïsvloeistof. De moge-
lijke invloed van een remmer op de bepaling van de infectiviteitstiter van influ-
enzavirus in de allantoïsholte van kippeëmbryonen, de eititratie, werd bespro-
ken. 
De resultaten van een groot aantal eititraties van influenzavirus zijn statistisch 
bewerkt. Er kon worden aangetoond, dat de vermenigvuldiging van het virus in 
de allantoïs de sterfte onder de embryonen verhoogt en dat de embryonen, die 
sterven tijdens de incubatieperiode van een eititratie, minder gevoelig voor in-
fluenzavirus zijn dan de overige embryonen. 
Tenslotte werd de dosis-werkingsrelatie beschreven voor infectiviteitstitraties 
met respons in kwanten, waarbij de variabiliteit in gevoeligheid van de gast-
heren wordt beschreven door een betaverdeling. Het was mogelijk om zonder 
toepassing van benaderingen voor de betaverdeling uit normale titratieresul-
taten de drie parameters van de dosis-werkingscurve te bepalen met behulp van 
een computer, waarbij naar een maximum likelihood werd gezocht om de 
beste aanpassing van deze curve aan de titratieresultaten te bereiken. Theore-
tisch kan de gevolgde werkwijze een schatting opleveren van de werkelijke con-
centratie infectieuze virusdeeltjes. 
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De beschreven dosis-werkingsrelatie is toegepast op resultaten van eititraties 
van influenzavirus. Het bleek, dat het als regel niet mogelijk is een combinatie 
van waarden voor de drie parameters aan te wijzen waarvoor de likelihood een 
duidelijk maximum vertoont. In alle drie onderzochte gevallen was het belang-
rijkste aspect van het oppervlak, dat ontstaat bij het uitzetten van de likelihood 
tegen de drie parameters, een heuvelrug, die zich uitstrekt over een groot gebied 
van parameter waarden. De aanpassing van de gevonden dosis-werkingscurven 
aan de experimentele gegevens was zeer goed. Hoewel het dus niet mogelijk was 
tot een betrouwbare schatting van de concentratie infectieuze virusdeeltjes te 
komen, kon wel duidelijk worden gedemonstreerd welke betaverdelingen de 
variabiliteit in gevoeligheid van de eieren voor het influenzavirus het best be-
schrijven. Het bleek, dat er geen volmaakt gevoelige, maar wel volmaakt onge-
voelige eieren te verwachten zijn. Het was nodig te beschikken over meer dan 
loo eieren voor iedere dosis virus in een titratie om een goede weerspiegeling 
van de bedoelde variabiliteit in gevoeligheid te kunnen vinden in de experimen-
tele resultaten. 
Het onderzoek als geheel was een poging te komen tot een bepaling van het 
aantal hemagglutinerende deeltjes per infectieus deeltje in een influenzavirus-
preparaat. 
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SUMMARY 
Equations describing the kinetics of the hemagglutination reaction of influenza 
virus were developed representing the hemagglutination behaviour both in a 
homogeneous erythrocyte suspension and in the pattern test. Using a stochas-
tical model it was demonstrated, that i.i virus particles per erythrocyte should 
be present in a haemagglutination pattern to obtain exactly 50% haemagglu-
tination. 
The theory gives a satisfactory explanation for the known differences between 
haemagglutinin titrations according to sedimentation method and pattern test. 
The theory was confirmed by some experiments. Estimations for the constants 
in the kinetic equations were obtained from data in literature and own experi­
ments. Using these values the concentration of haemagglutinating particles in 
the original virus suspension was calculated from the haemagglutinin titer ac­
cording to the pattern test. We found, that a mixture producing 50 % haemag­
glutination should contain a number of 1.9 virus particles per erythrocyte if the 
test was carried out at 4° C. For a test carried out at 25 o С this number should 
be 2.4. These numbers are valid only if the pattern test had been carried out in 
agreement with our description. 
Aggregates of influenzavirus particles could be demonstrated in suspensions of 
the virus in allantoic fluid by dissociation at pH 10.5. The possible influence of 
an inhibitor on the infectivity titration of influenza virus in the allantoic sac of 
chicken embryos has been discussed. 
A statistical examination was made of the results of a large number of influen­
zavirus titrations in chicken embryos. An indication was obtained that some 
deaths among the chicken embryos may be caused by the viral multiplication. 
Furthermore, it appeared that chicken embryos dying after inoculation with 
influenza virus tend to be less sensitive to the virus than the other embryos. 
The dose-response relation for infectivity titrations with quantal response was 
given, representing the variability of the sensitivity among the hosts by a beta 
distribution. The three parameters of the dose-response curve could be estima­
ted from normal titration results without the aid of approximations for the 
beta distribution. A computer was used to find a maximum likelihood indicating 
the best fitting curve. Theoretically an estimate of the true concentration of 
infective virus particles can be obtained from the parameter values found. 
This dose-response relation was applied to the results of infectivity titrations 
of influenza virus in chicken embryos. It appeared that it is not generally 
possible to find a combination of parameter values producing a clear 
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maximum of the likelihood. The surface representing the likelihood as a 
function of the three parameters was examined. In all three cases studied 
the most striking feature of this surface was a ridge extending over a large range 
of parameter values. The fit of the resulting dose-response curves was very good. 
Although it was not possible to obtain a reliable estimate of the concentration 
of infective virus particles, a clear indication emerged which type of beta distri-
bution corresponds best to the variability of the sensitivity to influenza virus 
among chicken embryos observed. From this we conclude that perfectly sensi-
tive chicken embryos may not exist and that the existence of perfectly insensitive 
chicken embryos is probable. More than 100 chicken embryos are necessary at 
each dose of virus to obtain a suflRciently close reflection of the variability of 
the sensitivity in a titration experiment. 
The investigation as a whole was an effort to estimate the number of haemag-
glutinating particles per infective particle in an influenza virus preparation. 
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S T E L L I N G E N 
I 
Met behulp van de hemagglutininetitratie volgens de patroontest kan men het 
aantal hemagglutinerende deeltjes per volume-eenheid schatten. 
TI 
Het is in beginsel mogelijk het aantal infectieuze virusdeeltjes per volume-eenheid 
te schatten, maar waarschijnlijk niet met een graad van betrouwbaarheid, die van 
practische betekenis kan zijn. 
III 
Bij het gebruik van viruspreparaten, die in de allantoïsholte van kippeêmbryonen 
zijn bereid, dient men rekening te houden met de mogelijke aanwezigheid van 
hemagglutinatieremmende deeltjes. 
HARDY JR., P. H. en HORSFALL JR., F. L.: J. Exp. Med. 88,463 (1948). 
ROTI, R.; DRZENIEK, R.; SABER, M. S. en REICHERT, E.: Archiv f. d. ges. Virus-
forsch. 19, 273 (1966). 
SVEDMYR, Α.: Brit. J. Exp. Path. 29, 295 (1948). 
IV 
Alle inductoren van interferon hebben als gemeenschappelijk kenmerk dat ze 
intracellulair werkzaam zijn. 
V 
Volgens Churchill e. m. zou de beschermende werking van hun levend verzwakt 
vaccin tegen de ziekte van Marek bij kippen niet berusten op de werking van 
interferon. De proeven, waarop deze veronderstelling berust, zijn echter onge­
schikt om de werking van interferon uit te sluiten. 
CHURCHILL, Α. E.; PAYNE, L. N. en CHUBB, R. C : Nature 221, 744 (1969). 
VI 
Virusziekten kunnen in het algemeen het beste worden voorkomen met behulp 
van levende vaccins. 

VII 
Bepaling van het gehalte aan antistoffen in een mengsel van sera van een groep 
individuen leidt tot overschatting van de antistofspiegel bij deze groep. 
Ш 
Het gebruik van een voorlopige naam voor een Immunoglobuline, die ongeveer 
in overeenstemming is met de regels voor de aanduiding van Immunoglobulinen, 
is verwarrend. 
JOHANSSON, S. G. O.: Lancet II, 951 (1967)· 
IX 
Een enzym, dat fosfaat afsplitst van adenosinetrifosfaat, behoort niet te worden 
aangeduid als adenosinetrifosfatase (ATPase). 
X 
De door NASA gepubliceerde foto, waarop de aarde juist boven de horizon van 
de maan is afgebeeld, suggereert ten onrechte, dat voor een waarnemer in rust 
op de maan de aarde een baan langs de hemel lijkt te beschrijven. 
XI 
De neiging tot verwaarlozen van het melodische aspect in vele moderne muzikale 
composities is de voornaamste oorzaak van het gebrek aan waardering voor deze 
muziek bij het concertpubliek. 
Nijmegen, 10 september 1970 F.W. ORTHEL 
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